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INTRODUCCION 
1)- Enfoque global sobre mejoras en el valor nutritivo de fuentea 
proteinicas . 
2)- Proteinas de semilla de lino. Composicibn. Mejoramiento d e l  va- 
lor bioldgico por suplementaci6n. 
3)- Caseina industrial. Obtenci6n. Composicibn. Valor nutritivo, 
4)- Ensayos de suplemsntacidn por coprecipitacidn de proteinas vege- 
tales con caseina. Antecedentes. 
1)- Enfoque global sobre me joras en el valor nutritivo de fuentes 
proteinicas. 
En 10s progra!nas sobre mejoras en cantidad y calidad nutriti- 
va de 10s alimentos en general, y en particular, desde el :?unto de 
vista calbrico-proteico, existen enfoques muy interesantes, que van 
abridndose paso con mayor o menor 6xito se&n sean las posibilida- 
des y disponibilidades de cada pais. Entre ellos caben citarse 10s 
nejoramientos en prdcticas ab~icolas y ganaderas (mayor praduotivi- 
dad), en gen6t;ica de plantas y animales (proteinas de mayor valor 
biolbgico, reduccidn o eliminaci6n de factores antinutricionales y/ 
o tbxicos, mayor rendimiento en peso, etc.), el enriquecimiento de 
10s alimentos (agregado de arninot3cidos esenciales, vita mine,^, mine- 
rales) y el progreso tecnolbgico de alimentos elaborados (obtenci6n 
de concentrados y aislados proteinicos, formulaciones de alto conte- 
nido proteico y bajo costo, proteinas funcionales, etc.). 
Dentro de 10s planes nutricionales, un nuevo anfoque actualmen- 
te en auge, es la distribucidn de excedentes de produccidn por par- 
te de paisas altarnente industrializados hacia 10s poco y no desarro- 
llados, especialmente de trigo, leche descremada y subproductos de 
la indus trializacidn de oleaginosss (tortas, flexpellersN y hari,..le 
residuales) y de productos l&cteos (caseinatos, sueros o liquidou 
reeiduales de la manufactura del queso y de la caseina). 
Sobre todo a medida que 10s alimentos bdsicos van siendo menos 
abundantes en el mundo entero, revisten mds importancia aquelloe 
programas que tienden a evitar llpdrdidaa por derrochew de produotos 
potencialmente nutritivos. Es probable que en estoa intentoa de npre- 
vencidn d8 perdidas potenciales de nutrientesw (1) , haya tantas o 
mda posibilidades de modernieacidn en 10s aspectos tecnoldgioo y ao- 
cial, que en las soluciones directas con miras a la nutricidn de un 
pueblo, No obstante, como requisite previo, es importante tener no- 
ci6n de la disponibilidad de esas nuevas fuentes a fin de proporcio- 
nar un beneficio maxim0 (nutricional-econ6mico) para la alimentacidn 
del ser humano y de 10s animalea, Es evidente que ello variard de u- 
na regidn a otra y de un nivel socioecondmico a otro. 
No hay duda, que frente a1 probl-ema caldrico-proteico (sea 4s- 
te originado por falta de recursos o por distribucidn despareja), 
un pafs encontrard la solucidn rnds ventajosa utilizando aquellas 
fuentes que estd en mejor situacidn de producir, tratando de hallar 
la manera 6pti.ma de asoci~jrlas, suplementarlae o modificarlas a fin 
de elevar tanto el contenido como la calidad de sus proteinas. 
En estos tiltimos aZos las oleaginosas y 10s subproductos de su 
industrializacidn (tortas, uexoellers'l, hzrinas residuales de la se- 
paracidn del aceite) y las leguainosti:: de grano comestible, tienen 
atencidn preferencial dentro de 10s planes que tratan de mantener 
un balafice entre la expansidn demogrdfica y la disponibilidad de fuen- 
tea proteinicas. Asi, la soja, el girasol, el algoddn y elmani fi- 
guran en t r a  las de mayor util-izacidn y consurno. No obstante, para 
ciertos paises, alguna otra fuonte de proteina distinta de laa antes 
menci~nad~s, puede constituir un recurso primordial (coco, palma, 
hojas, etc.). 
2)- Proteinas de semilla de lino. Co~nposicidn. Mejormiento del ve- 
lor biolbgico por su~lementacibn. 
En nuestro pais, la sernilla de lino ocupa el tercer lugar como 
oleagiriosa, despuds del girasol y de la soja. I 
Los aiios anteriores a 10s de la cosecha actual (371,800 ton,, 
19'75/76) nlostraban un cuadro ~nds favorable. Tomando como base el pe- 
riodo 1960/76, la produccidn fue superior en un 33 y 56 $ sobre lsPl 
de 10s afios anteriores y subsiguientes, respecto del valor rn&timo 
4 
en el rendimiento en cosecha logrado en 1962/63 (838.600 ton.)(^). 1 
Esta comparacidn refleja une falta de equilibrio en su produccidn 
. 1, 
que podria resultar desventajosa si se tiene en cuenta, que entre 
10s subproductos vegetales ricos en proteinas (de acuerdo con resul- 
tados iniciales obtenidos dentro de este enfoque), el aislado protei- 
co de lino ofrecia perspectivas alentadoras para su industrializaci6n, 
a1 igual que el aceite extraido de esta oleaginosa (2) (3) (4) (5) 
(6) (7) (8) (9). En este aspecto, ~attgneo proporciond en un Infor- 
me (10) una evaluaci6n comprensiva acorca de la utilizaci6n potencial 
del aceite de semilla de lino oleaginoso y de 10s subproductos de su 
industrializaci6n. Consider6 10s siguientes objetivos: 
Sobre aceite de lino crudo, la obtencidn de monoglicdridos de 
Bcidos totales para su uso como emulsificantes (de indole "secanten) 
en formulacionea de plaguicidas liquidos acuosos; sobre aceite de 
lino semi-ref inado y ref inado, y a travds de diferentes proieeos de 
hidrogenacidn (selectiva y no selectiva), aseaurar la transformacidn 
de trienos no conjugados (linoldnico) en dienos a fin de permitir 
desodorizaciones correctas, productov establea (sin problemas de "fla- 
vor reversionn) y de distintas caracteristicas fisico-quhicas, ase- 
l)i gurando a la vez que 10s sistemas de hidrogenacibn no den lugar a 
U wTconjugacidn apreciable de dobles enlaces y a la forrnacidn de mondme- 
ros ciclicos en el product0 terminado. 
Forchieri (2) en un estudio realizado sobre composici6n acidi- 
ca de aceites de aemilla de lino, analiz6 en su composicidn guneral, 
las harinas remanentes de la extraccidn d e l  aceite (uexano, Soxhlet) 
registrando, con 8610 dos excepciones, un awnento en el uontenido 
proteico con el avance de la Bpoca de siembra (valores extremos: 
( ^ ) -  Valores obtenidos on la Seccidn faEstimaciones Agropecuariasu 
uel Ministerio de Agricultura de la Naci6n. 
N ~ 6 , 2 5 ;  38.4-47,7 $ bas., mayor concentracidn ds valores 42-45 fPr '1 
para 80 partidas correspondientes a distintas variedades de semilla), 1 
De acuerdo con las determinaciones efectuadas sobre una hica mues- 
tra (mezcle de las 80 harinas antes obtenidas), la composici6n gene- 
aral representativa de la misma fue la siguiente: humedad 11,63; ce- 
nizas 5,46; fibra cruda 7,98; extract0 en Bter etilico O,W y nitrb- 
geno (Kjeldahl) 5,95 $ (proteina bruta 42 $) en base seca. 
Estas experiencias preliminares, unidas a otras sirnilares halla- 
das en literatura, indicaron que la harina de semilla de lino podia 
ser aprovechada como fuente potencial de proteinw. 
Asi. el contenido proteico en serni.lla entera, 26-28 % baa., se 
eleva a 40-48 9 b.s. en la harina integral de extracci6n del aceite. 
La presencia de principios tdxicos y antinutricionales (glicb- 
sidos cianog6nicos y fgctor antipiridoxinico), la dificultad prdcti- 
ca de separacidn cdscara-pepa, y la cantidad significativa de muai- 
lag08 que contiene la semilla, constituyeron las razones quo juuti- 
ficaron el aislamiento de las proteinas a partir de la harina inte- 
gral residual, con destino a la alimentacidn humana. 
Asi , Bertoni y ca t  tkneo (4), describieron un procedimiento a 
escala de laboratorio para el aislamiento de las proleinas, que corn- 
prende una etapa de dispersidn a pH 9,5 (N~OH) a temp. amb., segui- 
da de precipitacidn a pH isoel6ctrfco (4,0; HC~), tratamien~os de 
pwif icacibn de I n s  proteinas precipitadas a travds de lavados acuo- 
sos a pH 4,O y etandlicos (95 $) y finalmente secado (vacio) a 45Q. 
I ,  
El procedimiento ut.ilizado, a la par que elava la csncentraci6n 
proteinica, elimina el residuo de hidratos de carbon0 insolubles, 
remueve 10s factores tbxicos, 10s lipidos residuales que acompafIan 
a las proteinas en su grecipitacidn y muy probablemente otros mate- 
riales no deooables que est&n presentes tanto en la semilla como en 
d 
la harina de extraccidn (pigmentos, taninos). 
El product0 obtenido presents, una vez seco, aspecto de polvo 
fino, liviano, blanco, inodoro e insipido, cualidades que permiti- 
rim incorporarlo a 10s alimentos sin afectar su apariencia, color, 
sabor y aroma particulares. 
Operaciones en escala macro de laboratorio permitieron obtener 
cantidad suficiente del waislado" para su an4lisis de composici6n 
general y evaluacidn nutricional. 
El rendimiento en aislado proteico (seco a 459)  oscil6 entre 
22,O y 24,5 % de harina y sus caracteristicas analfticas fueron lae 
siguientes: 
PBrdida a 100Q(vacio) 6,08; cenizas 0,35 ; nitrdgeno (K jeldahl) 
12,1 (12,9 $'. b.s. y libre d e  cenizas) ; f dsforo total (como P) 0,45 
y 'fbsoforo (dcido fitico) (como P)  0,36 '$ (80 % del P total). 
El bajo valor de nitrdgeno (equivalente a aproximadamente 80 
de proteina bruta) result6 coincidenta con el observado en el Centro 
de Investigacidn de Grasas y Aceites (CIGA) y con l ~ s  publicados en 
diversos traba jos (3). 
Sosulski y Bakal ( 5 ) ,  en sus trabajos iniciales sobre proteinas 
aisladas de distintas. sernillas de oleaginosas (nabo, lino y girasol) , 
sefialaron 10s siguien1;es valores de composici6n general para harinas 
correspondientes a tres variedades de semilla de lino oleaginoao, 
obtenidas en condicioces suavea de extraccidn del aceite a fin de 
no dafiar el valor nutritive de sus proteinas (hexano, temp. amb.): 
Proteina cruda 43,l-45,5; fibra cruda 10,O-10,2; cenizas 5,9 y ex- 
tract~ libre de nitr6geno 38,6-40,8 $ (b.s. ) .  
Las proteinas aisladas por el procedimiento de dispersibn alcali- 
na y precipitacidn dcida a pH isoel6ctric0, lavadas con agus y lio- 
f ilizadas , mostraron un contenido de 11,2-12,7 $ de nitrdgeno (be s. ) , 
operando con un rendimiento en llaisladoll del 36,8-40,O $ (respeoto 
de harina de extraccibn). 
Comoarativamente a 10s resultados lograd08 por Bertoni y Cattd- 
neo ( 4 ) ,  el mayor tenor en nitrdgeno de la harina de partida (7,O 
respecto de 5,9 $ ) ,  condujo probablemente a un mayor rendimiento en 
aislado (37-40 respecto de 22,O-24,5 $), siendo en cambio algo in- 
ferior la pureza del mismo (11,2-12,7 $ respecto de 12,g-13,3 $ de 
nitrdgeno, b.8.). Sosulski relaciona este bajo contenido en nitrb- 
geno en el aislado final, con la presencia probable de compueetos 
no nitrogenados en alts proporcidn. En raz6n de ese bajo valor en 
nitrdgeno y frente a1 comporta~iento particular del codgulo recien- 
teuente obtenido en la precipitacidn de proteinas (fuerte retenoidn 
acuosa), Bertoni y Cattkeo consideraron la probable presencia de 
polisac~idos en el aislado purificado final. 
A travda de dos aucesivas redisolucionea (pH 10,O-10,5) y repre- 
"' cipitaciones (pH 4,0), ef ectuadas sobre el aislado, no registraron 
, A% 
prdcticemente increment0 en sn contsnido en nitrdgeno (12,9; 1),0 y 
13,) $ sobre proteinas secas a 45g - 13,4; 13,5 Y 13.8 ;& sobre Pro- 
ducto seco a 100Q, vacio), en concordancia con lo menoionado por 
Smith y col. (3) en experiencias similarea. 
En este dltimo producto, estimaron la concentraci.6n en hidratos 
le carbono to tales en aproximadamente 20 5 (ndtodo fenol-sulf&ico), 
bntre 10s que pudieron identificar la presencia de galactosa, ramno- 
,a, xilosa, nrabinosa y glucosa (previa hidrdlisis, cromatograffa 
descendente sobre pape l ) .  De las referencias de literatura surge la 
analogia de composicidn cualitativa para hidratos de carbono en el 
hidrolizado y 10s componentes del mucilago contenidos originalmente 
en la semilla (11) (12) (13). 
Un fraccionamiento en colurnna de Sephadex (medicidn de la absor- 
bancia de las fracciones eluidas en w), lea permitid poner en evi- 
dencia la desigual distribucidn en la asociacidn hidratos de carbo- 
no y proteinas en el aislado final obtenido (14). 
Desde el punto de vista de su evaluacidn nutricional, el andlisis 
del contenido en amino&cidos esenciales de la proteina asi aislada, 
moatrd una composicidn equilibrada, no obstante verse limitada su 
calidad biol6gica por u.n bajo nivel en lisina, como surgi6 de su com- 
paracidn con 10s requerimientos para la rata en crecimiento. Los va- 
lores para amino&cidos azufrados, treonina y leucina tambidn se 0s- 
timaron como sub6ptimos. De nhi que su valor nutritivo haya resulta- 
do inferior a1 de la Caseina tomada como control. Las Tablaa 1 y 2 
agrupan el conjunto de datos logrados por Sambucetti y Sanahuja (8). 
La primera ilustra sobre la conposicidn en aminodcidos esenciales, 
incluyendo el valor de lisina disponible del aislado antes obtenido 
y la segunda 10s valores logrados en su evaluacidn bioldgica, 
Tabla 1 + 
Contenido en aminodcidos esenciales. Aislado proteico de harina in- 













3,67 (89 $ de la total) 










Valor nutritivo de la proteina aislada de harina integral de semilla 
de lino. 
Relacidn de Ef icacia Proteica (REP) 
Utilizacidn Proteica Neta (UPNlO) 
Utilizacidn Proteica Neta "standard* (UPNSt) 
Digestibilidad (D) 
Valor Bioldgico (VB) 
1,76 (caseina 2,5) 
57,80*, 3,80 ('1 
61,102 4,50 ( ^ ^ )  
91,125 4,00 
63,4  
( ^ ) -  ~edia? desviacidn standard de la media. 
( ^ ^ ) -  Valor calculado con la n;edia de la UPNoplo ae& la f drmula 
En lo referente a inocuidad, las observaciones realizadaa (8) 
no evidenciaron signos de daAo patol6gico a excepcidn de una ligera 
infiltracidn grasa en higado, ni se manifestaron sintonas de ma1 fun- 
cionamiento en 10s parbetros analizados, dentro del t6rmino de la 
experiencia (4 semanas). No obstante, cabe seilalar que en eate aapec- 
to, se requieren ensayos de toxicidad de mayor duracidn a fin de con- 
siderar su incorporacidn a fonnulaciones para la alimentaoi6n huma- 
na . 
Continuando aus estudios previos sobre compoeioi6n de harinse 
y aislados proteinicoa de aemillas de oleaginoass, Sosulskl p S a r w o r  
(6) encararon el aspect0 nutritional de 10s mlsmoe, Do is oompasacldn 
de valores individuales de 10s aminodcidos esenciales hallados pars 
harina y aislado de lino y caseina (procedimiento Spaokman, W l i s a -  
dor automdtico), tanto la harina como e1,alslado resultsron auy de- 
ficientea en lisina, como puede obeervarse en la Tabla 1. LOB auto- 
res sefialaron, adeds, un alto nivel en el aainodcido no esencial 
4cido glutdmico y en arginina rospedo de 10s de caseina tomada o o m ~  
referencia. 
Tabla 3 
Relaciones de aminodcidos esenciales (mg aa/ g N muestra) de casei- 
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I E A A ~ ,  3 
Score' prot. 1 9 2  
1- Arginina e histidina no incluidas en el cdlculo. 
2- Basado en el patrdn FA0 1965 (proteina de huevo). 
3- Media geomdtrica de'las relacionos de 10s arninodcidos esenciales 
en una ~roteina a aqu&llas de la de referencia (proteina de hue- 
vo) . 
Como puedo observarse, el valor del t8scoreN result6 inferior 
en el aislauo que en la har inn  de partida (82 s 61), hecho q~;e 10s 
uutores atribuyeron a la pdrdida de lis2ns durante el procesb de ais- 
lamiento de las proteinas. 
Por otra parts, Sarwar, Sosulski y Bell (7) en forma prbctica- 
mente simultt3nea con e l  t r aba jo  anteriormente mencionado, publica- 
ron 10s resu l tados  de una nueva s e r i e  de exper iencias  de indole nu- 
t r i c i o n a l ,  asi como e l  es tud io  de l a  composicidn genera l  de l a  hari- 
na y a i s l a d o  pro te ico  de semil la  de l i no .  En las Tablas 4 y 5 se a- 
grupan al.gunoa va lores  logrados en dicho es tud io ,  f a c i l i t a n d o  asi 
l a  comparacidn de 10s mismos. 
Tabla 4 
Composicibn general  e Indice de amino&cidos e senc i a l e s  para caseina 
- 
y pro te inas  de l a  harina y "ais ladoN de semilla de l i n o .  
Fuente M($) Prote ina  cruds($) Fib ra  Cenizas EAA IEAA Score 
( ~ ~ 6 , 2 5 1  (Nx5,T) cruds ($1 ( m i d @ )  prot  . 
caseina  1 5 , l  9 4 , 3  
har ina  de 
l i n o  8 , 3  5 0 , 2  
a i s l ado  
pro te ico  
de l i n o  
Tabla 5 
Valor nutritive de las pro te inss  de l a  har ina  y d e l  "a is ladoW de se- 
m i l l a  de l i n o ,  respecto  d e l  de caseina,  
Fuente de 
p ro t e ina  
caseina  
REP Diges t ib i l idad  
(Nx6,25) ( N x 5 . 5 )  aparente ($) 
h s r i n a  de 
l i n o  . L 5 3  
"ais ladoN de 
l i n o  1 ,75 
Valor Bioldgico 
aparente ($) 
L a  in terapretaci6n dada por 10s autorea a1 conjunto de valores 
L 
,A 9 . :  x- 
. '1 .  12 
consignados y su interrela.cidn, les llevd a las siguientes oonclusio- 
nes: 
La REP para el aislado de lino fue comparable a la de la casei- 
na y cuando fue calculada en base a1 factor 5,5 de conversidn de ni- 
trdgeno en proteina, result6 superior a1 valor del control. 
Lo8 coeficientes de digestibilidad para la harina y el aislado 
fueron inferiores a1 del control y ello conduce a una elevacidn en 
el dato del Valor Bioldgico, especialmente para la proteina de la ha- 
rina. El coeficiente de correlacidn positivo entre el N3coreu de la 
proteina y su Valor Biol6gico fue altamente significative. 
A1 igual que en el trabajo precedent8 ( 6 ) ,  10s valores de mi- 
nodcidoa esenciales totales (EAA) y de indice de aminodcidos esencia- 
les (IEAA) mostraron deficiencia en lisina frente a caseina. En el 
aislado mejord el contenido en aminodcidos esenciales totalea y su 
fndice, pero debido a pdrdidas de lisina, el "Scorew de la proteina 
se vio afectado seriamente. 
En base a 10s resultados ya expuestos a1 comienzo de este item. 
y a 10s datos snteriores, cabria en esta momento considerar 10s me- 
canisinos disponibles para el mejoramiento de In calidad protefnica 
del lino. 
Las deficiencitis antes mencionadas, no significan que la protei- 
na en estudio no pueda ser de utilidad potencial para 10s fines pro- 
puestos, particularmente si se tiene en cuenta que muy pocas dietas 
de conswno corriente estdn formadas por una sola fuente proteica. . 
Por otra parte, desde el punto de vista de la nutricidn animal, la 
mayoria' de las proteinas vegeta.10~ son deficientes en uno o d s  ami- 
nodcidos esenciales. El 4xito en la obtencidn de una dieta o un pro- 
ducto mixto de mayor valor nutritivo se centraliza en la habilidad 
de corregir parcial o tot~lmente el patr6n deficient6 de aminodcidos 
en una proteina dada, con otra u' otras que tengan un patr6n de ami- 
nodcidos capaz de corregir esas deficiencias; o mediante la adicidn 
de aninodcidos puros a por la combinacidn de anbas alternativas. 
El valor bioldgico de la proteina de lino es entonces suscep- 
tible de mejorar, ya sea suplement6ndola con 10s amino&cidos esencia- 
les en 10s cuales muestra deficiencia, o bien por la mezcla con otra 
- 
proteina, que sea buena fuente de ellos. Desde un punto de vista 
practico y particularrnente en el caso del 'laislado proteicon de se- 
milla de lino (ba jo nivel de pro teina) , la adicidn de cantidades a- 
decuadas de una fuente rica en proteina de alto valor biol6gico ten- 
dria la venta ja de corregir no sdlo l a u  def iciencias mencionadas si- 
no de increnentar el contenido proteico de la mezcla final. 
De la informaciCln existente, surge que de todos 10s caminos 
para mejorar proteinas de bajo valor bioldgico, aqudl de la suple- 
mentacidn con cantidades convenientes de concentrados o aisl.ados pro- 
teinicos vegetales, o de proteinas animales, es el que permitiria 
utilizarla con mayor eficiencia. Estos mdtodos han sido ensayados 
extensivamente en la suplementaci6n de proteinas de cereales y de 
otras proteinas vegetales de valor bioldgico bajo o relativamente 
bajo, en dreas donde la desnutricidn protefnica infantil constituya 
un problema, y donde generalmente no e s t d  disponible una fuente al- 
tamente satisfactoria como la leche. 
La justificacidn de mayor peso de la suplementacibn, reside 
en su potencial para beneficiar en relativamente corto tiempo, a la 
mayor parte de la poblacidn que padece de desnutricidn proteinica, 
por medio del mejoramiento del aliment0 o alimentos que son de mayor 
c onsumo . 
Desde este dngul:, nutriciond, existen grandes posibilidades 
de obtener mezclas muy superiores a 10s mnteriales de partida (hari- 
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n a s ,  concentrados,  a i s l a d o s )  provenientes  de f u e n t e s  v e g e t a l e s  (15)  
(16)  (17)  (18)  (19) (20) .  
Numerosos e s t u d i a s  exper imenta les  r e a l i z a d o s  t a n t o  en  hwnanos 
como en  animales ,  han dernostrado l a  u t i l i d a d  de un gran ndmero de 
m a t e r i a l e s  en l a  suplementacidn de 18 cant idad  y c a l i d a d  de p r o t e i -  
n a s  de b a j o  v a l o r  b io ldg ico  (pe r t i cu la r r i en te  c e r e a l e s )  y 10s produc- 
t o s  e laborados  con e l l a s  (panes,  bizcochos.  g a l l e t a s ) .  E s t o s  materia- 
l e s  pueden c l c , s i f i c a r s e  en c u a t r o  catet:orias: 
a)- Concentrados p r o t e f n i c o s  de o r igen  animal: harina de pes- 
cado, l eche  e n t e r a  o descremada, caueina ,  p r o t e i n a  de huevo, h a r i n a s  
de ca rne ,  de carne  y hueso. de sangre ,  e t c . .  
b)- Concentrados p r o t e i n i c o s  de o r igen  vezetal:  h a r i n a s  dd se- 
millas de leguminosas,  sukproductos de s e m i l l a s  de o leag inosas ,  1s- 
vaduras  y germen de c e r e a l e s .  
c ) -  Ais lados  p ro te in icos :  pr incipalmente 10s der ivados  de se- 
m i l l a s  de leguminosas,  o leaginosas  y de hojas. 
d)- Aminodcidos e s e n c i a l e s  puros,  p a r t i c u l a r z e n t e  l i s i n a  y me- 
t i o n i n a  que son 10s mds a c c e s i b l e s  c o m e r c i a h s n t e  por su menor cos- 
t o .  
EB concepto b a s i c 3  y arnpliamente reconocido que e l  v a l o r  bio- 
l d g i c o  de las p r o t e i n a s  depende d e l  contenido ,  d i s p o n i b i l i d a d  y ba- 
l ance  de s u s  amino&cidos e s e n c i s l e s .  De ahf que en  todo programa de 
suplementacidn e s  e s e n c i a l  e l  conocimiento de l a  composicidn amino- 
a c i d i c a  de las f u e n t e s  a u t i l i z a r .  
Dado que. en l i t e r a t u r a  no e x i s t e n  an teceden t s s  de suplementa- 
c idn  de p r o t e i n a  de l i n o ,  s61o a t f t u l o  de ejemplo comparativo, se 
mencionaran 10s ensayos e x i t o s o s  de suplementacidn de p r o t e i n a s  de 
mani, que tarnbi4n p resen ta  d e f i c i e n c i a s  en l i s i n a  y t r e o n i n a  como 
l a  p r o t e i n a  de l i n o  (213, aunque en e s t e  caso  p a r t i c u l a r  tambidn hay 
deficiencia de azufrados. 
Como otras semillas de oleaginosas y, a1 igual que el lino, re- 
quiere condiciones dptimas de industrializaci6n (tratamientos no drds- 
ticos en la separacibn del aceite) para rendir una harina de alta ca- 
lidad nutricional. El valor biol6gico de las proteinas de la harina 
. 
se ve incrementado notablemente en mezclas con leche descremada, co- 
mo lo evidenciaron las condiciones clinicas de nifios desnutrid~~ con 
10s que se realizb la prueba. En ensayos bioldgicos con ratas, tam- 
bidn las !:;ezclas del 8taisl:ibo proteico" obtenido de la harina, con 
leche descremada no fueron inferiores a la leche descremada sola to- 
rnada como referencia', siendo el aislndo por si mismo, menos efectivo. 
Estos resultados se confirmaron en el tratamiento de nifios con 
desnutricidn grave, alirnentados con mezclas de aislado proteico de 
mani y leche descremada. La suplementacidn con caseina en vez de le- 
the descremhda, tambien mostr6 resultados satisfactorios (22). 
Las experiencias que se cornentan permitieron supol~ar como fac- 
tible la suplemen.taci6n sn-tisfactoria del aislado proteico de lino 
con caseina industrial. La utilizacibn de esta dltima a 10s fines pro- 
puestos ofrece caracteristicas favorables, no sdlo desde el punto de 
vista nutricional, sin0 econbaico, en razdn de incrementar el aprove- 
chaaiento prdctico y mds efi-ciente de subproductos 18cteos. Coneecuen- 
temente se estimularia tambidn la economia de industrias afinss, 
3)- Caseina industrial. Obtencibn. Composicibn. Valor nutritivo, 
Es prop6sito de este trabajo, considersr dentro de 10s antece- 
dentes, las caracteristice.~ qui:nico-nutricionales de la caseina y su 
efecto suplementario a1 utilizarla con otras fuentes de proteina de 
uso corriente. A este respecto y en la actualidad, esas caracterfati- 
cas se encuentran bien definidas en ba3e t~ 10s numerosos estudios de 
que ha s i d o  ob jeto.  
Desde e l  punto de v i s t a  tecnol6gic0,  l a  case ina  s e  obt iene  a 
p a r t i r  de leche descremada (subproducto de mantequerias) , mediante 
p rec ip i t ac i6n  por ac id i f i cac i6n  o por e l  uso de renina .  Las formas 
de a c i d i f i c a c i 6 n  pueden va r i a r :  produccidn bac te r iana  de dcido ldc- 
t i c 0  a pa . r t i r  de l ac to sa  en e l  sen0 de l a  leche descremada o adici6n 
de dcido c l o r h i d r i c o  o su l fd r i co .  En todos 10s casos ,  despuds de la- 
vados acuosos, e l  producto e s  drenado y secado. Es e s e n c i a l  un seca- 
do r&pido a baja temperatura para obtener un producto de c o l o r  c laro  
(45-559) 
La composici6n de l a  caseina  d i f e r i r d  s e d n  e l  procedimiento 
u t i l i z a d o  en su fabr icac idn  ( . t ip0  y condiciones de p rec ip i t ac idn  y 
lavado dk l  codgulo). A s i ,  e l  procedimiento de p r e c i p i t a r  por a c i d i f i -  
cacidn ccnduce a caseinas  con menores tenores  en c a l c i o  coaparativa- 
mente a las logradas con ren ina ;  e l  ntimero y tiempo de contaato  en 
10s lavado>; acuosos reduce en mayor o menor medida e l  contenido en 
l a c t o s a  ret.enido por e l  precipi tado (23 ) ;  l a  a c i d i f i c a c i 6 n  (c lorhi -  
d r i co  o ~ u l f t i r i c o )  d e l  agua de lavado in f luye  en e l  contenido en ce- 
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n izas  y ~,urt ; icularmente en e l  de c a l c i o  y en las propiedades E l s i c a s  
de l a  caseina  f i n a l ,  a1 i gua l  que e l  va lo r  de pH de p r e c i ~ i t a c i b n :  e- 
legido y 1e temperatura de opsro.ci6n ( 2 4 ) .  
De akii gue no sea  f a c t i b l e  o f r ece r  un a n d l i s i s  t i p i c o  o prome- 
d i o  de c~mposic idn general  de caseinas  comercialea, pues 10s va lores  
presentan arnplia var iac idn sobre todo s i  39 t i e n e  en cuenta l a  falta 
de uniformidad en 10s rn6todos de valoracidn.  
En  forma general  y cubriendo prdcticarnente 10s d i f e r e n t e s  t i p o s  
de caseinas  i n d u s t r i a l e s ,  e l  $ de h u m e d ~ d  o a c i l a  e n t r e  6 y 10,  e l  de 
grasa e n t r e  0,7 y 2,O y e l  de cenizas  e n t r e  2,5 y 8,3. Ea en esta dl -  
t i m a  donde se regis t ran  la3 mnyores var inciones .  La prec ip i t ac idn  de 
caseina por acidificacidn baateriana (bacterias ldcticas, pH de pre- 
cipitaci6n aprox. 4,6) conduce a productos finales que contienen en- 
tre 2,5 y 4,5 $ de cenizas totales, mientras que la caseina obtenida 
por acidificacidn con dcidos clorhidrico o sulfdrico (pH aprox. 4,5- 
4,6) registra contenidos del orden de 3,O-3,5 $ y la precipitada por 
dcido en condiciones especiales (dcidos clorhidrico o sulf~W.co, pH 
4,l y temp. mayor de 35Q), un nivel significativamente rnenor 1,9 a 
3,O $, siendo su textura granular ("grain-curdtf). B a j ~  la influencia 
de la concentracidn acfdica creciente, el fosfato de calcio se diao- 
cia en forma progresiva del complejo con caseina. 
La caseina de renina contiene entre 7,O y 8,3 $ de cenizas (25) ; 
y suele considerarse como requerimiento razonable un contenido de 
aprox. 7,5 $ (26). Este valor comparativamente alto frente a caseinae 
de otroa origenes se atribuye a que es.t& constituida fundamentalmen- 
te por caseinato de calcio. 
El ndLodo de precipitacidn por renina se usa casi excluaivamen- 
te para producir caseina para manufactura de pldsticos, ya que eate 
product0 presenta propiedades que se consideran esenciales para tal 
fin, 'las que aparentemente estdn relacionadas con su elevado conteni- 
do en cenizas. Las caseinas obtenidas por precipitacidn dcida ae dee- 
tinan para otros usos comerciales, donde son importantea las propie- 
dades adhesivae (en adhosivos, como agente dispersant9 en insectibi- 
das, etc.). 
La preparacidn de caseina para propdsitos de investigacidn y 
uso analitico, requiere mayores cuidados a fin de no exponerla a al- 
tas concentracionea de iones hidroxilo o hidrdgeno en razdn del ries- 
go de racemizacidn o hidrdlisis bajo esas condiciones. 
En lineas generales, la caseina se precipita a partir de leche 
descremada diluida, por adicidn de dcido acetic0 o clorhidrico dilui- 
dos, se redisuelve en agua que 2ontiene la minima cantidad de dlcali 
necesaria para solubilizarla, se filtra para remover sustancias inao- 
lubles, reprecipita con gcido diluido y finalmente lava con agua. Lue- 
go es triturada con etanol absoluto, tratada con dter y finalmente 
secada sobre dcido sulf&rico a gresidn reducida o sobre cloruro de 
calcio a presidn atmoafdrica. 
La caseina asi obtenida contiene nlrededor de 0,85 $ de f6sfo- 
ro (1,95 % p205). En otroa procedimientos, se describe la remoci6n 
de calcio por medio de oxalato de potasio agregado a la leche desna- 
tada antes de la precipitacidn de la cassina o la filtraci6n de casei- 
na solubilizada a pH 6,j para separar caseinato y fosfato de calcio, 
antes de precipitarla. Los autores de estos mgtodos sostienen que la 
caseina as1 purificada contiene un nivel de fdsforo algo. inferior a 
0,85 $ ( 2 5 ) .  
En 18 precipitacidn de caseina a p3 4,l ('hain-curd': comercial); 
10s lavadus del codgulo con agua ligeramente acidulada, remueven to- 
do el calcio qde excede del 0,20 $ (expresado como O C ~ )  y todo el 
P2O5 que sobrepasa el 1.,81 (0,79 ;% P). Para la mayoria de 10s prop6- 
sitos, esa pequefia proporcidn dc: cenizas remanentes (menos de 0,50 $) 
no se considera ob jecionable (25). 
La caseina es el principal componente proteico en la fase dis- 
persa de la leche, existiendo como partfculas de tamafio macromolecu- 
lar (micelas) formadas esencialmente por caseinato de calcio, fosfa- 
to de calcio e iones magnesio y citmto, El resto de la caseina eat4 
presente como caseina soluble ec la fase soluci6n y la distribuci'6n 
relativa de las caseinas en 10s estadoa nlicelar o soluble es una fun- 
cidn de la temperatura, pH y f u e r z a  i6nic:a del medio (27). 
Aunque la caseina es heterogdnea y es correct0 hablar de "casein 
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nasM de la leche, el simple tdrmino ItcaseinaN se usa corrientemente 
por conveniencia pr8ctica. En forma similar, 10s t4rminos "albhinaf8 
ynglobulinav se usan para las proteinas del suero, aunque dstae a1 
igual que laNcaseinaI1 no estdn constituidas por una sola proteina. 
Los m&s recientes analisis de constitucidn de ttcaseinavg lleva- 
dos a cab0 sobre nwnerosas muestras de leche, la presentan como m a  
mezcla de extraordinaria conplejidad. Posiblemente el mejor cuadro 
de tal complejidad surja de 10s fraccionmientos lovados por mdto- 
doe electrofordticos . A titulo de ejemplo, 10s estudios de Seitov 
y Zhumashev (28) sobre composici6n en proteinas de caseina total de 
leche de vaca, revelaron quince fracciones designada~d~,d~,&~, 
d49d5, d6, K2, E(Ot Kl,pl, P2,1)3, $1, r2 Y 83 Las subfraccione8 
o(-caseinaa constituyen el 41,9 $ de la fvcaseinall total, siendo pre- 
dominantcs lash y42 (9,g y 24 14 $ resp. ) . Las K-caseinas format3 
el 27 $ de la caseina total, con un 12.5 y 10 % de las subfracciones 
K2 y K1 respecto del total. A la fraccidn correspondid a610 el 1,8 
$ de la caseina total y dicha nroporcidn result6 variable para dife- 
rentes muestras de leche. 
Factores zoot6cnicos revelaron diferencias en aminodcido~ 36- 
lo en aspec tos cuantitativos para las distintas proteinas (27) (29). 
Kn forrna general, "caseinan es el grupo heterogdneo de fo~fo- 
proteinas precipitadas de la leche descremada en el entorno de pH 4,6, 
La caseina ha sido ampliamente usada en el dessrrollo de m6to- 
dos para el ~h&lisis cuantitativo de aminozlcidos de croteinas. Una 
compilaci6n.ds datos de detorminaciones de amino&cidos registrados 
por distintos investigadores sobre caseina y sus fracciones oldsicas 
(d, p,$casainas) puede verse en la Tabla 6 (25). 
Tabla 6 


























(a)- Resultados analiticos Gordon y col., J. Am. Chem. Sot., 72, 4282 
(1950) ; 75, 1678 (1953) y 71, 3293 (1949) - 
- -
(b)- ~esultud; reportados por z p p  y col., Arch. Biochem. B ~ o P ~ Y ~ .  , 
94, 35 (1961). 
- 
(c)- Resultados reportados por Gordon y col., J. Biol. Chem., 
2908 (1961) y por Piez y col. , J. Biol. Chew, 236, 2912 
-
 - 
(d) -  Valor similar (2,86) hallado por Ch. Ivanov y cal., Anal. Chim. 
Acts, 2, 549 (1964). 
-
(0)- Valor repSrtado po; H. Mikulowska y W. Slowinski, Prace Inst. 





El contenido en azufre total de caaeina (0,78$) estd localiza- 
do en 10s amino&cidos metionina de todas sus fraccionea y el reato 
en cistincz y cisteina de la fraccidn d-caseina (mds especifixmente 
en la fraccidn K-caseina, obtenida a su vez del fraccionamiento de 
d-casein&). Cuando se fracciond laI1caseinaw se hrtll6 que lad-caaei- 
na contenia toda la cisteina, 
El fdsforo apa.rece en las caseinas en mayor grado en las frac- 
cionesdyp . Se sostiene que se encuentra como ester o-monofosfato 
unido a 10s grupos HO de 10s restos serina (25) ( 3 0 ) .  Esta agrupaci6n 
fosfato es muy importante para la unidn de iones calcio y participa 
en la fornlaci6n de las micelas de caseina. La relativa constancia en 
la composici6n de la mezcla de proteinas que constituyen la "caseinaw 
es notable y muy probablemente refleja la fuexsza de las uniones que 
mantienen ligadas dichas fracciones bajo condiciones ordinarias, 
Los niveles de triptofuno y lisina son particularmente importan- 
tea, pues estos amino&cidos son limitantes en harinas y productos a 
- base de harinas. De ahi que la leche y por consiguiente la caseina, 
Bean excelentes fuentes para la suplementacidn nutricional de produc- 
tos a' base de cereales, 
I 
La presencia de pequeilas cantidades de hidratos de carbon0 en 
caseina ha sido detectada For vnrios investigadores, Est4.n localiza- 
dos en su mayor parte en la frncci6nd-caseina y m8s particularmcnte 
en la porcidn K-csseina, Consisten principalmente de hexosa, hexosa- 
mina y &cido acetilneurarninico (Acido sidlico). 
Las micelas de caseina en In leche se encuentran altamente BOP- 
vatadas y retienen grandes cantidades de agua. Se sugiere que la [;on- 
centracidn total de calcio, fosfato y la presencia de hldratos de car- 
bono, tengan importancia en la regulacidn de ese nivel de solvatacidr.. 
Esta propiedad resulta de interds para 1.s indastria panadesa desde 
que las micelas actuarian corno reservorios de agua necesaria para u- 
na mayor gelatinizacidn tdrmic almidbn. Las micelas de caseina 
reconstituida no alcar~zan 103 niveles de hidratacidn de las naturales 
(27) (30 ) .  
Invariablemente, pequefias cantidades de materiales lipidicos 
aparecen en leche descremada deaecada y en caseina. Se sugiere que 
estos lipidos puedan e jercer influencia sobre las propiedades de la 
nasa en panificacidn, a la par que ser fuente de I1off-flavorsN por 
oxidacidn. Se considera tambidn la probable contribucidn de dichos 
lfpidos, corno la de 10s hidratos de carbon0 antes mencionados junto 
a la lactosa, en 10s fendmenos de pardeo no enzidtico ("browningN) 
via reaccidn de Maillarti durante la etapd de horneado en panificaci6n. 
Desde el punto de vista conformacional, se compara a la casei- 
na nativa con una proteina desnaturalizada. Mediciones de rotaoidn 
6ptica y de otras propiedades fisiuas sugieren una configuracidn de- 
sordenada par8 la fraccidn d-cabeina. El, elevado contenido en proli- 
na parece ser suficiente para prevenir la forrnacidn helicoidal. Esta 
configuracidn es ventajosa desde el punto de vista nutritional, puea 
la hade particulsrmente susceptible a la digestidn proteolitioa, sin 
desnaturalizacibn preliminar ( 2 5 )  ( 2 7 )  (33 ) .  
Abundante infor.maqi6n bibliogrdfica indica que la proteina de 
leche es fuente excelente pnra prevencibn, tratamiento y cura de 
la desnutrici6n proteinica. 3 Q s  a ~ i n ,  en razdn de su alta y eficiente 
utilizacibn, la caseina ha sido y ea utilizada corno proteina de refe- 
rencia en la evuluacidn d6 la calidad nutriciorlal de proteinas de o- 
tras fuentes de origen animal o vegetal (22). 
Tambi4n 10s hidrolizados de uaseina preparados por tyatamiento 
dcido o enzirndtico, cornplemontados ndecuaclaner~te con calorfas, ha31 
2 3 
da3o resultados altamente satisfactorios en la recuperacidn de nifios 
desnutridos. 
Por otra ps.rte, si se compara la combinacibn de aminodcidos e- 
senciales de las proteinas de la leche, a1 igual que la de la casei- 
na con la de proteina del huevo, resultan deficiente~ en aminodcidos 
azufrados (31). En ensayos de alimentacidn de animales de experimen- 
tacidn (ratas; estudios de niveles de aminodcidos en sangre) para la 
determinacidn de aminodcidos limitantes, la caseina y sus hidroliza- 
dos revelaron deficiencia de azufrados (metioninatcistina) (32) (33). 
Aun teniendo en cuenta que 10s valores reportados de cdmputo 
quimico y de Utilizaci6n Proteica Neta (UPN) estdn sujetos a variabi- 
lidad metodoldgica y biolbgica, 10s siguientes datos consignados en 
el Informe PA0 Ng 52 (1973) (Cuadro 22) (34) revelan una consistent0 
concordanci.a con el concept0 general de que el contenido en aminod- 
cidos esenciales es factor preponderante en determinar la calidad de 
la proteina; Tabla 7. 
Tabla 7 
Valores d e  cdmputo quimico g de U13N de las proteinas de leche. 
Pro t e iria 
huevo entsro 
leche hirmana 
leche de vaca 
C6mpi;lto quimico, - UPN UPNop 1.036 
de acuerdo a 1  pa- $ de energfa de la pro- (ratas) 
t e ina  trdn de ref erencia., 
FA0 (30). 2-3 4-5 6-7 8-10 
Jekat y Kofranyi (35) en enaayos de largo tdrmino de balm~c 
nitrogenado con hwnanos, tomando el Valor Biol6gico de la proteina 
de huevo como referencia (VB: l o o ) ,  hallaron para las prqteinas .:e 
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l eche  un VB de 80 y para case ina  de 72 .  
Arakawo. y c o l  ( 3 6 ) ,  en exper ienc ins  r e a l i z a d a s  con ratas ali- 
mentadas con d i e t a s  conteniendo 8 $ de c a s e i n a ,  r e g i s t r a r o n  v a l o r e s  
d e l  orden de 59 y 71 para UPN y VB r e s p e c t i v m e n t e .  
Ogino y Chen (37) por su par te ,  alimentando c a r p a s  con d i e t a b  
conteniendo d i a t i n t a s  p r o t e i n a s  a1 n i v e l  d e l  1 0  5 ,  obtuvieron  e l  va- 
l o r  mds a l t o  p u r a  pro te ina  de yema de huevo (VB: 89), s igui6ndole  ca- 
s e i n a  con un v a l o r  de 80. 
Delaney y c o l .  ( 3 8 ) ,  en un e s t u d i o  sobre  composicidn y v a l o r  
n u t r i c i o n s l  de l a  biomasn de Sacch~romyces f r a g i l i s  h a l l a r o n  un va- 
la l o r  de UPA de 7 5 , 3  f 3,O pa.raq c a s e i n 3  u t i l i z a d a  como c o n t r o l .  
Durznte e s t o s  d l t imos  afios, l a  tender>cia  predomirli?nte e s  e l  
d e s a r r o l l o  de f6rrnulas mixtas de a l i n e n t o s  que cont ienen c e r e a l e s ,  
h a r i n a s  o p r o t e i n a s  a i s l a d a s  d e  o leag inosas  y d e  o t r a s  fuen tev  vege- 
t a l e s  no convencionales sunlementadas con concentrados r i c o s  en pro-  
t e i n a s  de a l t o  v a l o r  h io l6g ico  ( h s r i n c j s  de ~ e s c n d o ,  c a s e i n a ,  leche  
descremada, e t c . ) ,  con aparentenerite buenos r e s u l t a d o s  en l a  mayoria 
de 70s ca;on. E l  e f e c t o  ben6fico do ~ s t o s  ~~;)lernt:lltos generalmente 
corre lac ior ia  cori l a s  cantidndeo y d i spon ib i l idnd  :s de 10s aminodcicix 
e s e n c i a l e s  en que sor, clef i c i  tsribs ltts p r o t e i n e s  a ~ n e j o r a r ,  y con l a  
concentraci6n 2 r o t e i c b  da 30s propios suplcmuntos. 
Son e;umplo:: conclugentea 1::. suglementrzci6n de harir~a de algo- 
d6n con ha3.rina d e  pescndo , ca:3ej ila, o l u c h e  denr,lnern:r ,LL col:z f aentes 
de l i s i n a  (39)  y l a  correcc ibn  dc7 v a l o r  -111 tr ' l  t i v o  rie a r n o z  cor d i s -  
t i n  tos  concentrados pro t e j  cos ( h r l r  'lnc: do seniil! a de :~ l :~odb~- i ,  h a r i m  
de s o  jn ,  nr.rinn dr. nesctiilo, leche de:jcr.e;il;zda, c n s e i n s  :j l a v k d ~ ~ r a  to-  
r u l a )  doncie 1:~ c a s e i r ~ a  r e : : ~ l l t b  r,er eJ rnsjor su r \ l c r~cn to  ( 4 3 ) .  
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Otra obaervacidn de importancia, es que la calidad nutricional 
de dietas basadas en la combinecidn adecuada de una proteins vegetal 
(harina o aislado) y leche descremada y/o caseinn, resultan tan bue- 
nas como dietas basadas exclusivamente en proteinas de leche (41). 
En muchos casos se suelen enriquecer con agregado de sales de calcio 
( 4 2 )  
Solomon y Ferguson (43) describen un proceso continuo en el que 
utilizan cloruro de calcio como agente precipitant8 de las proteinas 
de leche, obteniendo un product0 enriquecido en calcio que tiene uao 
como suplemento en alimentos Dara humanos y animales. 
Algunos procedimizntos interesantes (44 ) incluyen el agegado , 
a soluciones o suspensiones de caseina, de sustancias temoeetabili- 
zantes como polisacdridos (preferentemente dcido poli~alacturbnico, 
galactanos y arabanos) y otras proteinas (preferentemente proteinas 
coagulables cono las del suero de la leche). Estos concentrados son 
precipitados llevando la mezcla a pH adecuado, con agregado de solu- 
cidn de cloruro de calcio, separando el precipitado de la fase liqui 
da por enfriamiento brusco. Para el secado final se procede por m6to- 
dos corrientes. Se obtienen asi concentsados de proteinas termoesta- 
bles sobre la base de caseina, prdcticamente sin gusto particular y 
aptas para la suplementaci6n proteinica de otros alimentos. Contribu- 
ye Lambidn a la utilizacidn de l a s  reservas dz proteinas de alto va- 
lor nutritive contenidas en s u b ~ r ~ ,  luctos de la industria lechera. 
4)- Ensayos de suplemen tacidn por coprec i ~ > i  tc.ai dn de ~ t e i n a s  vege- 
tales con caseina. Antecedentes. 
La revisidn bibliogr&Iica disponible no revela )?in,& caso de 
estudio de suplementacidn de concentrados protelnicos obtenidos de 
semilla de lino por coprecipitaci6n con proteinas de origen animal 
o vegetal. S61o se hace menci6n de una investigacidn (45) (~atente) 
orientada en el sentido de mejorar el rendimiento y caracteristioas 
fisicas de las proteinas de soja con caseina, aprovechando la etapa 
*, de extraccidn de las proteinas de soja para incorporar la caseina 
p. 
(solubilizada previamente en medio alcalino o como tal), precipitar- 
-. . 
las conjuntamente, lavar el codgulo obtenido y finalmente secarlo. 
El mdtodo de preparacidn consiste sumariamente en extraer las 
proteinas de la soja desengrasada (harina) con agua o solucidn alca- 
lina (hidr6xido de sodio 0,06 $) o solucidn salina (cloruro de aodio 
5 $) y en dicha solucidn incorporar la caseina tal cual (si se utili- 
z6 medio alcalino para la extracci6n) o agregarla solubilizada previa- 
mente (como aal de sodio, amonio, etc.) en 10s otros casos. Se copre- 
cipitan mediante el uso de ~ c i d o  clorhidrico a pH 4,5 - 4,6 (mdximo 
de precipitacibn). Se separa el precipitado a travds de tela (100 ma- 
llas) y lava finalmente con agua. 
La presencia de caseina facilita una mejor separacidn de laa 
proteinas de soja, en el sentido de un awnento sustancial en el ren- 
dimiento (42 $ en la precipitacidn de proteina de soja sola y 80 $ 
en la coprecipitacibn, respecto del total de proteinas extraidaa), 
que 10s autores atribuyen a 'la accidn aglomerante de las particulas 
de caseina a1 precipitar, 
Consideran las ventajas del lavado acuoso del ca8gulo a fin de 
eliminar factoses antinutricionales de la soja y sabsres caraoteria- 
C * , ticos desagradables de ambas fuentes proteioaa. 
El precipitado separado y lavado, como tal (consemado por 00x1- 
gelacibn) o deshidratado, o solubilizado en medio bauico, tiene uti- 
lidad en la preparaci6n de aliment08 para el hombre y &iniruaLes. 
El secado (spray o secador a1 vacio) aplicado a1 produsto f ina l  
previamente solubilizado en medio alcalirio(carbonatos o hidrdxidos 
de sodio o amohio) o adicionado de azdcares o sales de 6cido f oaf 6ri- 
co polimerizado, conduce a productos que se redisuelven fdcilmente 
en agua. El secado del coclgulo lavado, tal oual se obtiene en la oo- 
precipitacibn, conduce a productos que sdlo se suspenden en agua pe- 
ro. que son solubles en medio alcalino. 
Una variante estudiada por 10s autores en el procedimiento an- 
tes descripto, consiste en el calentamiento (90Q, 10 min.) de la ao- 
luci6n que contiene ambas proteinas antes de la coprecipitacidn (me- 
dio alcalino), seguido de enfriarniento y coprecipitacidn por dcido a 
. b 
Ese calentamiento previo ocasiona un aumento notable en la vis- 
sa 
cosidad de la solucibn, que novobserva en el extracto proteico de ao- 
ja sols y que finalmente conduce a un codgulo poco soluble en medio 
alcalino . 
La caracteriatica sesalada resulta interesante para su aplioa- 
cibri en l a  elaboracidn de alimentos congelados, de confiteria, paste- 
leria, productos cdrneos, pnnaderia y otros. 
De 10s datos mencionados en 10s diferentes enaayos de este tra- 
bajo, surge como m& aconsejable el siguiente rango de proporcionee 
en 10s materiales a coprecipitar: 30 - 60 kg de caseina 3 zaseinato/ 
1000 1 de extracto de proteina de soja obtenido a partir ds 100 kg 
de harina de soja desgrasada. 
Como aclaracidn adicionnl a este proyecto rnencion~do, es nece- 
sario destacar que 10s autores no abordaron 01 aspectn nutrici~nal 
del product0 rnixto obtenido. Aparenternente su interds so ha radicado 
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en 10s mejores rendimientos y caracteristicas fisicas, organol6pti- 
cas y de aplicacidn de 10s productos obtenidos se& las variantes 
aplicadas a un procedimiento general de coprecipitacibn. 
DISCUSION E LA PARm EXPERIMENTAL 
DISCUSION DE LA PtZR'i'E EXPERIhENTAL 
A ) -  Objetivos . 
En la Parte I, se han considerado las razones de la utilizacidn 
de la harina de lino residual de la separacibn del aceite, como mate- 
ria prima para la obtenci6n del Haislado proteicow y se ha hecho re- 
ferencia a la calidad nutricional de sus proteinas, 
En el presente trabajo se ha encarado la suplementaci6n por co- 
precipitacidn de dichas proteinns (deficientes primarianente en lisi- 
na) con cantidades crecientes de unn proteina rica en dicho aminodci- 
do (caseina industrial) a fin de obtener "aislados mixtosN homog8neou. 
Se han considerado 10s exdmenes de composicidn general de 10s 
' materiales de purtida (harina de lino residual de extraccidn y casel- 
na clorhidrica comercisl de buena calidad), incluyendo la evaluacidn 
de lisina disponible de ambas fuontes a fin de calcular, en primora 
aproximacidn, 10s porcentajes de caseina a agregar para el logro de 
un maxim0 increnento en el valor n!x tricional del "aislado mixtot' a 
obtener . 
Como complemento de estos estudios se ha contemplado la deter- 
minacidn de 1:2 Utilizacibn Proteica Neta (uPN), Digestibilidad (D) 
y valoracidn de lisina disponible de 10s distintos "aislados mixtosM 
obtenidos, con el objeto de cornnarar en tales aspectos nutricionales, 
el efecto de la incorporscidn de cantidades crecientes de caseina a 
la proteina de lino, respecto de la de lilia sin s~plerr~entar. 
4 - -  
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Si bien existen en literatura antebedentes acerca del mojora- 
miento de la calidad de proteinas de origen vegetal por agregado, 
(mezcla directa o por coprecipitacibn) de caseina o de leche descre- 
mads, no existe informaci6n hasta el presente con relacidn a protei- 
na de lino. 
Los resultados satisfnctorios que se adelantan en este trabajo, 
se espera podrdn ser de utilidad en el futuro con el fin de encontrar 
mejores usos para 10s subproductos considerados y otros sirnilares con 
destino a la alimentacidn h~xmana y/o a.nima1. 
A este respecto.resulta de inter& hacer notar que dentro d e l  
rubro elaboraci6n de productos ldcteos argentinos, la caaeina muestra 
un descenso en la produccidn, resoecto de dos afios atrds, del 50 $ 
(1972: 12.169 ton y 1.974: 6.984 ton, habi-endo pasado por un mdximo 
en 1956 de 41.024 ton). Este hecho provocb grandes bajas en el capo 
de la export~tcibn. A s i  en 1956 se exportaron 33.300 ton, frente a ci- 
fras del orden de 4.300 correspondientes a 1974 ( ^  ) . 
B)- Plan de trabajo g su discuai.6n. 
Se dispusd el siguienle orden de trabajo: 
1)- Estudiar 1:s composici6n general de 10s ~nateriales de partida: ha- 
rina de semilla de lino (hexano) y caseina clorhidrica comercial. 
2)- Conocidas l r i s  condicionos bptimas de maxima dispersidn (medio a- 
cuoso alcalino, HONa) y de ndrima preci~itacibn (medio Bcido, BC1) 
de proteinas de hn.rinn ini.egr6.l de lino (trabajos previos llevados 
a cnbo en este isboretorio), obtener proteinas aisladas de la harina 
( ^ ) -  Ifiemoria, B-~er.cicio N Q  56 - 1974 - 1975, Contro de la Industria 
Lechera, Bs. As. ,  Argentina. 
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de lino de la presente partida (esbala macro de laboratorio) a fin 
de e,studiar sua caracteristicas quirnicas y nutricionales. 
Estudiar similarmente las condiciones para redispersar y preci- 
pitar la caseirle comercial (pH 6ptimo de dispersidn y de mdxima pre- 
cipitaci6n) y ofectuar un balance de la distribucidn del nitrdgeno 
total contenido en la caseina comercial de partida a travds del pro- 
ceso de su aislamiento, purificacidn y secado final. 
Obtener el aislado proteico purificado a partir de caseina co- 
mercial, en cantidad suficiente con destino a su evaluacidn nutricio- 
nal y determinscibn de carncteristicas quimicas. 
3 ) -  Resolver, a escala de lcboratorio 1a.s oondiciones de coprecipita- 
cidn de proteinas de lino y de caseina (incorporacidn de la caseina, 
pH de rngxima coprecipitacidn, purificacidn del c08~lo por lavados 
y secado final). En bsse a ~Blculos pr~vios (lisina disponible) con- 
siderar 103 distintos porcentajes de caseinti a incorporar a las pro- 
teinas de lino uispersas en medio acuoso alcalino, a fin de obtener 
par coprecipitacidn, una serie de ttaislados mixtos1I con concentracio- 
nes crecientes en caseina hasta lograr aqu6l de valor nutricional md- 
ximo o similar a1 de la caseina sola. 
4)- Elegidas Ins tgcnicas adecundas, proceder a su adaptacidn en 0s- 
cala macro (de laboratorio) n fin de disponer cantidades suficientes 
de naislados" para efectuar ensayos de valor nutricional y de digee- 
tibilidad con aninales de experirnentacibn, la evaluacidri de nitrdge- 
no total, ndrdida a lOOg (vucio) . lisina di:.nonible y 3,3 comparacidn 
\ de 10s valores logrados, Paralelsmente la obtencidn en qscala macro , 
\ 
permitira tenar idea del randimiento en llaislados protei~\~?s~~. 
5)- La determinacidn con fines comparativos, de 10s oontenidoa en ce- 
nizas, fdsforo total y de &cido fitico e hidratos de carbon0 asocia- 
dos a las proteinas de 10s respectivos aislados. 
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1)-  Estudio d e l a  composicidn general  de 10s mater ia lee  de p w t i d a :  
har ina  de semi l la  de l i n o  (hexano) y caseina  o l o r h i d r i c a  comercial ,  
de buena cal idad.  
Con 10s d e t a l l e s  que f iguran  en la  Par te  Experimental ae deter-  
minaron 10s contenidos de humedad, cenizas ,  n i t rdgeno t o t a l ,  f i b r a  
cruda y e x t r a c t 0  graso que f iguran  en l a  Tabla 8. 
Los va lo re s  observados para l a  har ina  de l i n o  s e  han encontra- 
do acordes con 10s correspondientes a 10s sefialados en t r aba jos  pre- 
v i o s  ( 4 )  (14) :  humedad 11,63,  cenieas  5,46, f i b r a  cruda 7,98, extrac-  
t o  en Bter e t i l i c o  0,97 y nitrdgeno t o t a l  ( ~ j e l d a h l )  5,95 $ sobre ha- 
r i n a  t a l  cua l .  Tambidn presentaron concordanc'ia con l o s  r eg i s t r ados  
por Sosulski  y Bakal (5 ) :  cenizas  5,90, n i t rdgeno t o t a l  6,87 y f i b r a  
cruda 10, lO $ en base seca y por Sarwar, Sosulski  y B e l l  (7):  ceni- 
zes 5 ,TO, n i t r i geno  t o t a l  8,Oj y f i b r a  crude 7,40 en base seca ,  am- 
bos sobre har ina  i n t e g r a l .  E l  a l t o  va lo r  encontrado en e s t e  dl t imo 
caso para ni trdgeno t o t a l ,  corresponde a l a  ha r ina  i n t e a - a 1  provenien- 
t e  de una variedad d e  semi l la  de l i n o  (Redwing) de a l t o  n i v e l  en ni- 
trdgeno . 
E l  examen de cornposici6n de l a  caseina  c l o r h i d r i c a  comercial 
u t i l i z a d a  en e s t e  t r aba jo  r e g i s t r d  un contenido en cenizas  comprendi- 
do en e l  dmbito mencionado en l i t e r a t u r a  (25)  para caseina  comercia: 
obtenida por p rec i ; i t s . c idn  gcida ( 3 , 3  - 5 ,5  $ b . s . ) ,  s iendo no obntac- 
t e  su corltenido en ni trdgeno y por t an to  en pro te ina  (3_4,7 $ b.s. y 
l i b r e  de cenizas ;  N x  6,38= 93,8 $) super io r  a1 n6ximc v a l o r  scaflaladr. 
para productos comerciales c o r r i e n t e s  (76 - 86 $1, En t a l  aen t ide ,  
encuadra erl las especi f icaciones  que se recomiendm para caseinas de 
buena ca l idad  o productos de mayor aceptacidn (26 )  que ademds 9s ?re. 
sen ta r  un co lor  crema c l a r o  y o lo r  suave agradable,  responder89 a UE 
Tabla 8 
Carac ter i s t icas  a n a l f t i c a s  de l a  kari::a i n t e g r a l  de semil la  de line y de l a  caseins co- 
mercial ( t 1, 
humedad cenizas nitr6aeno pro te ina  cruda ex t rac t0  f i b r a  
($1 (P - t o t a l  ($1  ($1 (Nx 6,251 cruda ($1 praso  ($1 
b. t, c, b . ~ ,  b, t. C. b, S, b. t, C ,  b. s o y  1. C. be t o  Ce bese b* t o  c* bas* 
harina in teg ra l  
semilla de l i n o  
(hexano ) 
caseina comercial 
( ' 1  
( ' 1 -  caseina c lorh idr ica  comercial, d e  buena calidad, rernolida en laborator io .  
( "  1- ( N x  6,381 = 93,8 b a s .  y l i b r e  de cenizas, 
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contenido de kwnedad menor del 10,0 5 ,  del 17: de grass (b.~.), de 
4,O $ de cenizas (b.s.1 y de 14,25 $ de nitrdgeno (Nx 6,38= 91 9 prot. 
en b.s., libre de cenizas y de grasa). 
Los valores de nitrbgeno superiores a 15 $ ( N x  6,38> 95 $) ae 
dan en caseinas para propdsitos analiticos, en las cuales el conte- 
nido en cenizas es inferior a 10s mencionados anteriomente. Asi, 
Whitter y Webb (26) sefialan un contenido de 15,51 $ de nitrdyeno (bas. 
y libre de cenizas) para casein8 pura. 
Las caracteristicas organol4pticas de la cuseina comercial uti- 
lizada tambien se consideraron aceptables: color crema y olor suave 
caracteristico. 
Con el propdsito de dar una idea de la granulometria tipica 
resultante de la molienda (molinillo para caf6, en laboratorio) de 
10s materiales de partida, se lLevd a cab0 una clasificaci6n por ta- 
maao de las particulas por nedio de tamices (ASTM), consignando fi- 
nalmente el $ en peso de las fracciones retenidas en las distintas 
mallas. (~abla 9). 
Tabla 9 
Caracteristicas fisicas de 10s materiales de partida. 
harina inte- 










La casi totalidad de las particukzs de la harina integral de 
lino presentan un @ado de divisidn que osclla entre mallas 62 y 85. 
Las particultis de caseina, en cambio, presentan granul~sidad mds va- 
riable, no olstante el 67 % del total correspnde a las de mayor ta- 
m&~. Una textura "arenosaw y una densidad mayor tambidn caractesi- 
zan a dichas particulas. 
Cabe destaoar la marcada diferencia en eatas caracteristicas 
respecto de las particulas del aislado protei~o~gbtenido de la hari- 
na da lino (como veremos mds adelante) desde quevvan a poner de ma- 
nifiesto en las de 10s "aislados mixtoslf que contengan mayores pro- 
porciones de caseina incorporada. 
Probablemente esas caracteristicas est4n t<ambidn relacionadas 
con un mayor rendimiento en precipitado obtenido en presencia de 
proteina de lino. 
2)- Obtencidn en escala macro (de laboratorio) de proteinas de seml- 
lla de lino. Estudio de las - condiciones 6ptimas de obteqcidn de 
caseins precipitada a partir de caseina comercial. Aislamiento, 
purificacidn y secado del product0 final. Obtencidn en escala 
macro (de laboratorio). 
2.1. Aislamiento de proteinas a partir de harina integral de semilla 
de lino. 
Contando con la informacidn obtenida de estudioa experiments- 
les previos (4) sobre condiciones dptimas de aislamiento de protei- 
nas de lino que condujeron a establecer una macrot6cnica de labora- 
torio, se prooedid a aplicar directamer~te dicha tdcnica (cuyo deta- 
lle se incluya en la P,  Exptal) a fin de obtener aproximadamente 
300 - 350 g da aislado proteico con destino a su evaluaci6n biold- 
gica, valoracfdn de liaina disponible y caracteristicas analiticas, 
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Para  l o g r a r l o  s e  a i s l a r o n  las p r o t e i n a s  de 7 p a r t i d a s  de 200 g 
de h a r i n a  i n t e g r a l  de l i n o  (hexano) h a s t a  t o t a l i z a r  unos 335 g de - 
proteirras  s e c a s  a 459 ( v a c i o ) ,  que s e  r eun ie ron  e n  una s o l a  muestra 
b i e n  homogeneizada. 
$5 
Los rendimientos en t f a i s l ado t f  o s c i l a r o n  a l r e d e d o r  d e l  24 qb res- 
pecto  de h a r i n a  de p n r t i d a  (46,O - 49,4 g c/200 g de h a r i n a ) .  Sus 
v a l o r e e  a n a l i t i c o s  y c a r a c t e r f s t i c a s  f i s i c a s  fue ron  10s s i g u i e n t e s :  
c o l o r  
a s p e c t o  
o l o r  
sabor  
m a n u l o m e t r i a  
h u e  dad 
c e n i z a s  
n i t rdgeno  t o t a l  
p r o t e i n a  cruda 
( N x 6 , 2 5 ;  $1 
blanco l i g .  crema 
polvo f i n o  
inodoro 
i n s i p i d 0  
mallas 62-100 : 25 $; p l a t o  : 75 $ 
5,67 $ 
0,65  $ ( b e s o  0,691 
12,25 $ ( b . s *  12,991 
81,19 ( b . 9 . ) ;  81,73 . (b . s .  y l ibre  de cent- 
zas ) 
Desde que l a  a c e p t a b i l i d a d  de un product0 t i e n e  importanoia pal 
t i c u l a r ,  cabe sef ia la r  que e l  c o l o r  d e l  a i s l s d o  obtenido ,  r e s u l t 6  al- 
tamente s a t i s f a c t o r i o ,  especinlrnente si s e  l o  compara con e l  de los 
productos f i n a l e s  d e s c r i p t o s  por S o s u l s k i  y Bakal ( 5 )  y Sarwar, 30- 
s u l s k i  y B e l l  (7)  ( c o l o r  pordo).  
2.2. Es tud io  de 1as condicionea dptimas de obtencidn de oaseii la 
p r e c i p i t a d a  a pn, r t i . r  de case ina  comerc ia l ,  Obtencidn - en e s c a l a  -
macro (de l a b o r a t o r i o )  
Se rOea l i za ron  una s e r i e  de ensayor  p r e v i o s  a fin de a jue -~a r  
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las condiciones dptimas operatorias, de acuerdo a1 metodo de diaper- 
si6n acuova en medio alcalino y precipitacidn en medio Bcido, proce- 
dimiento que se sefiala como m&s conveniente para operar en eacala in- 
dustr jal, 
Por aplicacidn de la tgcnica que se detalla en la P. Exptal., 
la determinacidn del pH dptimo de dispersidn de la caseina comercial 
(manteniendo constantes otras variables: temp., relacidn caseinaragua, 
velocidad y tiempo de agitacidn), permitid observar que el valor md- 
ximo se logra a alrededor de pH 10,5 o superior, 
En experiencias individuales y operando sobre 5 g de muestra, 
se cubrid el rango de- valores de pH comprendidos en el bbitq 7,5 - 
11,5, Los resultados registrados son valores promedio de 3 determina- 
ciones para cada valor de pH: 
N $ N total(en caseina) (b.t,c,) 
La representacidn grdfica (Pig. NQ 1) de las cifras obtenidas 
muestra una elevacidn gradual hasta alcanzar el valor mdximo (99,O $) 
a pH 10,s y mczntiene dicho laivel de dispersidn a mayores valores de 
pH 
Pig.  N Q  1 - F'RO'ITEINAS DISPERSAIIAS DE CASSINA CLORHIDt?T.C!. C!l- 
BERCIAL - 
Nitrdgeno dispersado ($ N total en eas6;i:- 
funcidn del pH de extraccidn. 
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Teniendo en cuenta las observaciones sefialadas en lite18atura 
acerca del probable dafio a las proteinas por el tratamiento con Blca- 
li en condicio~iea severaa (~Brdidas de cistina y lisina principalmen- 
te, disminucidn de su valor nutritivo) (46) (47) (48) (49) (50), pa- 
recF6 conveniente, en lo sucesivo, operar las dispersiones alminimo 
valor de pH (10,5) que solubilice el mdximo de materlal nitrogenado 
a tomperatura ambiente. 
2.2.2. Eleccidn del pH de maxima preci.pitaci6n (pH isoel6ctrico). 
Para conducir estos ensayos, la caseina comercial se dispersd 
previamente a pH lO,5 (con las relaciones caseinazagua lz20; I t 5  y 
1:10, fijadas en la experiencia anterior); removiendo el material re- 
manente por centrifugacidn. Se ensayd la precipitacidn de la caseina 
a distintos valores de pH, sobre alfcuotas del extract0 alcalino por 
adicidn de variadas cantidades de solucidn de H C l ,  con agitacibn per- 
manente. El precipitado fue removido por centrifugacidn, mididndose 
. 
elnitrbgeno sobrenadante para cada valor de pH. 
Los datos logrados s e d n  la tdcnica que figura en la P. Exptal. 
y que .se registran a continuacibn, estdn representados en la grdfica 
correspondiente (Fig. N Q  2): 
pH de precipitacidn 
3 9 0  
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4 9 7  
N sobrenndante $ N disporsado 
46,6 
(prdcticamente soluble en 
su totalidad) 
( ^ ) -  Zona de pH de maxima precipitacibn: 4,3 - 4,6; punto isoel4c- 
trico: 4,6; N dispersado respecto del total contenido en oasei- 
nat 95 - 100 5.  
La literatura sefia.1~1 como valor de pH isoeldctrico (maxima pre- 
cipitacidn) 4,5 - 4,6 (25) (26) (27), no ,obatante puede observaree 
de la grgfica que existe una zona (seflalada con flecba) entre pH 
4,3 y 4,6 donde prgcticamente queda en el sobrenadante el 2,6 - 2,9$ 
del material nitrogenado dispersado (zona de minima solubilidad de 
la1@caseinaU ) .
Whittier y Webb (26), a1 referirse a caseina induatnial obte- 
nida por precipitacidn dcida, seilalan que no obstante presentar el 
valor ae pH 4,6 como mfnimo de solubilidad, dichas proteinaa una vez 
separadas de la solucibn, no se redisuelven apreciablemente en medioa 
levemente dcido o alcalino. Hay evidencias de que puede agregarse mds 
acid0 hasta que el valor de pH descienda a 4,l o a m  menor, sin que 
se llegue a afectar prdcticamente su solubilidad (prooeaos de obten- 
cidn de caseina "grain-curdut o procesos continuos de precipitacibn, 
en 10s que se logra un.co8.e;ulo de caracteristicas bien diferenoiadaz 
por la mayor eliminacidn de sales de czlcio y facilidad de lavados, 
que influyen en su textura). Es interesante hacer notar, que tal co- 
mo surge de la observaci6n del "perfil de solubilidad" versus valorea 
de pH de precipitacibn ( ~ i g .  NQ 2) la meseta que abarca la regidn de 
pH entre 4,l y 4,8, con muy ligeros cambios en la solubilidad de las 
proteinas, es una caracteriatica que concuerda con lo anteriormente 
seflalado, dado que la caseina utilizada en el ensayo fue separada 
por precipitacidn dcida en su obtenci6n a partir de leche deseremada. 
Fig. NQ 2 - PHO13INAS AISLADAS I)E CASGINA CLORHIJl.FlI(:? POL 
Nitrdgeno aobrenadsnte ( p 6  N dispersado) sz 
del pH de p r e c i p j  tscibn. 
Tal caracterfstica, corno se indicard mtls adelante, favoreci6 
en el sentido de una mejor. copreci@itacibn en presencia de xtroteinas 
de harina de lino, cuyo pH isoeldctrico se halla en el entorno de 4,O.  
2.2.3. En experiencias m4s comnletas y m a  vez elegido el pH de md- 
xima precipitacidn, se procedid a hacer un balance cuantitativo de 
las distintas fracciones separadas durante el proceso de dispereidn- 
precipitacidn de caseina comercial (ver P. Exptal.). 
A continuacidn se ilustran 10s valores obtenidos: 
Etapa de dispersibnr. (dos dispersiones sucesivas a pH 10,s con rela- 
ciones caseina:agua 1:20 y 1~10; y un lavado con relaci6n caaeinara- 
gua l:5 despuds de la primera dispersibn). 
N dispersado $ N total (caseina) 
N de residuo $ N total (caseina) 
N 5 de residuo (seco a 1008, vacio) 
Etapa de orecipitacidn: (pH isoeldctrico 4,5) 
- 
N soluble % N total (caseina) 
N soluble $ N dispersado 
N precipitado $ N dispersado 
N $ proteins aislada (seca a 45Q, vacio) 
La cantidad de fiitr6geno precipitado, calculada en base a la 
diferencia entre el N total de 18 dispersidn original y la canttiidad 
remanente en el sobrenadante despuds de la precipitncidn (95,93 $ 
respecto del N total o 97,21 $ respecto del N dispereado, fue supe- 
rior a la calculada en base a1 peso del precipitado obtenido (seco 
a 459 )  y su contenido en N (94,64 N pp. $ N dispersado; 93,38 $ del 
N total).Hsa diferencia se atribuyv las pdrdidas que ocurren en laa 
operaciones de lavado del precipitado (arrastre mecdnico) y a la ca- 
pa del mismo que queda adherida a1 tub0 de centrffuga. 
El siguiente esquerna ilustra sobre 10s resultadoa obtenidos 
(detalles , ver P. Exptal. ) : 
caseina comercial (12,85 $ N) 
dispersidn 
(pH 10,5; NaOH) 
t t 
material dispersado 4 9 , 6 9 $ 4  residuo 
-
(12,67 N; 98,68 $ del N total) (seco a 100Q; vacfo 13,17$ N 
I 1,01 7g del N total) 
$7 
sobrenadante c--97,43$ --proteinas (preci?itado) 
N $ N total: 2,75 
N $ N dlsoersado: 
2,79 
13,31 % N (lavndo y secado a1 vacio, $ 5 ~ )  
N pp. N dispersado : 94,64 
N pp.  $ N total: 93,38 
El codgulo de :.roteinas result6 de col-ar blunco y de consiaten- 
cia compacta. Despuds de efectuados 10s lavados ncuosos a pH isoel6c- 
trico y 10s lavados etandlicos (EtOH 95 $) (temp. amb.) sus caracte- 
risticas fueron altamente satisfactorias (blanco, insfpido, olor sua- 
ve caracterfstico, y en forma de grdnulos finos de textura arenosa, 
. .
una vez secos a 45Q, vacio). 
2.3. nAisl-ado ~roteico'~ a part ir de caseina comercial, en macro-eaca- 
De acuerdo con las cond3ciones  experimental.^^ de ais1:-miento 
anteriormente 'sefialadas, se procedid a lc oeparacibn en escala macro 
(de laboratorio) de aprox. 500 g de proteinas con destino a au eva- 
luacidn biolb,ica, a la deterrninncidn de lisina disponible y de sua 
caracteristicas a n a l i t i z a a ,  
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Para  l o g r a r l o  s e  a i s l a r o n  las p r o t e i n a s  de 3 p a r t i d a s  de 200 g 
de c a s e i n a  c l o r h i d r i c a  comercinl.  Se obtuvieron  554.7 g de p r o t e i n a s  
secas  a 459 ( v a c i o ) ,  con 13s s i s r i e n t e s  rGcuperaciones p a r c i a l e s :  
184,7; 184,4 y 185.6 g ( t o t a l  554.7 g); rendirniento(promedio) 92,5 $ 
sobre  c a s e i n a  de przrtida. Ilos d e t a l l e s  o p e r a t o r i o s  f i g u r a n  en  la P, 
- 
Expta l  . . 
Una vez reun idas  las  d i s t i n t a s  p a r t i d a s  ( s e c a s  a 45Q)  en  una 
s o l a  muestra ,  fue ron  a n a l i z a d a s  con 10s s i ~ : u i e n t e s  r e s u l t a d o s :  
pdrdida a lOOe (vac io )  ($) 
cen izas  (500 - 550Q) ($) 
n i t rdgeno  ( K j e l d a h l ,  macro) ($) 13,95 ( b e %  14,881 
n i t rdgeno  (en  b ,  l i b r e  de humedad y cen izas ) ($ )  1 5 , 5 1  
3) -  Eleccidn  de l a s  cond,iciones bntirnus de c o p r e c i n i t a c i d n  de p r o t e i -  
na de l i n o  y de case ina .  Cdlculos ~ r e v i o o  en base al. contenido 
en l i s i n n .  d i j p o n i b l e  de ambas f u e n t e s .  Obtencidn ue a i s l a d o s  mix- 
C 
t o s .  
-
3.1. En la  e l e c c i d n  de las  condiciones dptimas de . c o p r e c i p i t a c i b ~ l  de 
pro te ina  de l i n o  con c a s e i n a  p a r a  10s f i n e s  desesdos,  s e  t u v i e r o n  en 
cuenta las s i g u i e n t e s  c a r a c t e r i s t i c a s  de las r e s p e c t i v a s  fuen tes :  
3 .1 .1 .  E l  yat rdn  de aminodcidos e s e n c i u l e s  y . e n  p a r t i c u l a r  e l  v a l o r  
de l i s i n u  d i spon ib le  y su r e l n c i d n  r e s p e c t o  d e l  pa t rdn  p r o v i s i o n a l  
de l a  p r o t e i n a  tomada como r e f e r e n c i a  por FA0 (1973).  
3.1.2. Los rend.imientos l o g ~ a d o s  en 106 a i s l a d o s  r e s p e c t i v o s  y su con- 
cen t rac idn  en n i t rdgeno  t o t c ~ l .  , 
3.1.3. Los p s r f i l e s  de s o l u b i l i d a d  de la3 p r o t e i n a s  v e r s u s  v a l o r e s  
de pH de p r e c i p i t a c i d n .  
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Sobre la base de la experimentacidn actual (determinaci6n de 
lisina disponible en 10s materiales de partida y en 10s aislados res- 
pectivos, ver - P. Exptal.) de la informacidn recogida en trabajos pre- 
vios (4) (8) y de literatura (51), aparentemante la suplementacidn 
de la proteina de lino (deficiente primariamente en lisina) con casei- 
na seria favorable, increxantando el valor biol6gico de la mezcla re- 
sultante. Teniendo en cuenta lns resqectivas composiciones aminoaci- 
dicas, la deficiencia en lisina de que adolecen las proteinas de li- 
no seria contrarrestada por el contenido relativamente elevado que 
tiene en ese aminodcido la caseina, miontras que el nivel aceptable 
de azufra.dos en 1~1 primera, no se veria afectado delltro de un margen 
amplio de combinaciones con lo caseina, 
Surge como consecuencia inmediata de la comparacibn de 10s con- 
tenidos porcentuales en aminodcidos esenciales de la protoina de li- 
no con 10s respectivos del ~atrdn FA0 (34). la siguiente secuencia 
en el orden de aminodcidos limitantes: lisina, 1-oucina y treonina (lQ. 
Sobre estas bases y teniendo en cuenta 10s valores correspondien- 
tea para caseina (51) se h ~ n  calculado las proporciones de caseiaa 
que seria cecesario incorgorar a la proteins de lino (cubriendo laa 
perdidas a travdv del procedinliento de tiispersibn, precipitacidn y 
purificacidn de arnbns fuentes), para nivelar 10s tses aminodcidos de- 
ficitarios sefialados. Similarmente, se calculd para qud porcontaje 
de caseina (a su vez deficitaria en azufrados) en la mexcla aquella 
comenzaria a limitar su valor bioldgico. 
3.1.1. Los valores de c6mouto quimico (g aa esenc. prot. x . 100 / g  
aa esenc. FAO) (52) revelan que dentro he un Ambit0 de niveles entre 
el 1 y 40 o 50 de caseina incorpox-ads a la mezcla, ocurriria una 
suplemerrtacidn gradual, cubridndose 10s requerimientos para 10s si- 
guiontes aminodcidos esencisles deficitarios se&~ el siguiente de- 
talle (Tabla 10) : 
Valores de cdmputo quimico, calcul~tdos para distintas mezclas de ais- 
lados de lino-cassina. 
cdmputo quimico 
aislado de caseina ( ^ )  ($) 0 20 30 





( ^ ) -  Contenido en aminodcidos esenciales deficitarios en proteina de 
lino: lisina dfsponible (det. en lab. ) 3,74 g/16 g N; leucina (8) 
-
5,28 g/16 g N; treonina (8) 3 , 3 3  g/16 g N y azufradoa totales 3,?8 
'%/I6 g N (8). 
Contenido en amino8cidos esenciales en %.seina: lisina disponible 
(det. en lab.) 9,22 g/16 g N; leucina (51) 9,80 dl6 g N; treonina 
(5.1) 4,58 g/16 g N y azufredos totales (51) 3,22 g/16 g N. 
Para mezclas inferiores a1 20 $ de caseina se logran valores 
de c6mputo quimico gradualmente menores para todos 10s aninodcidos 
conaiderados. 
3.1.2. Cdlculos orevios de suplementaci6n.. Considerucidn de 10s ren- 
dimientos logrados en aislados de lino y caseina g sus contenidos en 
nitrdgeno total. 
Conocidos experimentalmente el conter.ido en nitrdgeno total 
(proteina cruda) de 10s aislados proteicos finales de ambas fuentea 
y 10s rendimientos que suelen lograrse en dichos procesos de aiala- 
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miento, se pudo calcular la cxntidad de 10s mate'riiiles de partida a 
mezclar que representarian las proporciones deseadas para ambas pro- 
teinas . 
Es decir, que el cdlculo a que se hace referendia, implica el 
conocimiento del contenido en nitrbgeno total aportado por cada aie- 
lado y el rendiaiento de 10s miamos respecto del material de partida 
correspondiente. 
Un ejemplo facilita la, interpretacidn del cdlculo antes mencio- 
nado, siendo de aplicacidn general a todas las combinaciones de mez- 
clas planeadas. 
El aislado proteico de lino (seco a 45Q), obtenido a partir de 
harina integral, rinde 12,20 $ de N total (12,20 x 6,25 = 76,25 $ de 
proteina cruda) . 
El producto aislado (seco a 459) a partir de caseina comeroial 
rinde 14,10 $ de N total (14,lO x6,25 = 88,12 $ de proteina cruda), 
Para lograr una. meec1.a que contenga aproximadamente el 90 $ de 
proteina de lino y 10 $ de caseina, se necesitarian aislar respecti- 
vamente 100 x 90/ 76,25 g de aislado de lino y 100 x 10/ 88,12 g de ais- 
lado de casei.na en el producto final. Teniendo en cuenta las perdidas 
que se registran a travds del nrocesa de aislamiento (dispersibn, pre- 
cipitacibn, purificaci6n.y secado) esas cantidades estarian repreeen- 
tadas por 18s siguientes proporciones de productos de partida: 
c/100 g de h~rina de lino rinden (promedio) 24 g de producto final 
seco a 45Q ("aislsdo" de lino) . 
c/100 g de caseina comercial rinden (~romedio) 92 g de producto final 
seco a 452 ("aislado" de caseina), 
Por lo tanto : 100 x 90 x 100/ 76,25 x 24 representaria la proporcidn 
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a pesar de harina integral de lino; y 100 x 10 x 100/ 88,12 x 512 la que 
corresponde a caseina comercial. En otras palabras, para l~grar un 
aialado mixto suplernentando proteina de lino con 10 '$ de caseina, se 
utilizarian 491,8 g de harina integral de lino y 12,33 g de caaeina 
comerc ia1 . 
Todo ello sobre la base de la supuesta composicidn conatante 
aportada por cada fuente, desde que las estimaciones previas fueron 
hechas sobre 10s productos aislados y purificados en las misrnaa con- 
diciones que operarian sobre 10s aislados mixtos. 
3.1.3. El otro factor de importancia considerado fue el.perfi1 sue 
relaciona solubilidad del material nitrogenado dispersado y 10s va- 
lores de pH de precipitacidn para cada fuente proteica. 
A titula ilustrativo, la Pig. 3 ,  incluye ambos per*,les: curva 
-
1, que represc'nta 10s valores de solubilidad del ?!I dispersado de ca- 
- 
seina comerciel respecto de 10s valores de pH.de precipitacidn; y 
curva 2, que representa 10s mismos pardmetros para proteina de lino 
(resultados logrados en un trabajo previo y utilizados a fin de per- 
mitir su comp~racidn) (2). 
Surge en forma, evidente que es factible operar la ooprecipita- 
cidn de ambas proteinas a1 valor de pH isoel6ctrico de la proteina 
de lino, particularr~lente si se tiene en cuenta un hecho comentado an- 
teriormente (Cisc. P. Exptal. 2.2. ) : la menor facilidad de redisolu- 
cidn de la caseina una vez precipitada y separada del medio, por e- 
fecto de ligeras variaciones de pH. 
A pesar 'de ello, se realizaron unas priuleras pruebas de copre- 
cipitacidn a fin de demostrarlo experimentalmente. 
~ i g .  NQ 2 -- PROTEINAS AISLADAS DE CASEII~A CCLCEI~CIAL (1) Y L-L +!- 
RIN'A IN!PEGNAL DE LLNO (2) - 
53. 
Se considerd el civel de 20 $ de suplementacidn y se coprecipi- 
t6 separadame~te y de ecuerdo a la misma secuencia de operacionea en 
mbos casos, a pH 4,O (punto isoel6ctrico de las proteinas de lino) 
y a pH 4,5 - 4,6 (PH isoeldctrico de la caseina). Se registraron, so- 
bre los aislados mixtos logrados (precipitados purificadoa y secoa 
a 459) 10s siguientes datos: rendimiento, perdida a lOOQ (vacfo), ni- 
trdgeno total y lisina diaponible. 
En la Tabla 11 se ilustra el conjunto de valores obtenidoa pa- 
ra pH 4,O y 4,5  respectivarmente. La cantidad de 10s materialee de par- 
tida fua la misma parp, ambas ex~eriencias: 30,00 g de harina integral 
de lino y 1,69 g de czsdina clorhidrica comercial, operdndose de a- 
cuerdo con la tdcnica mencionada en la P. Exptal.4). 
Caracterfrsticas de 10s aislados mixtos (proteins de lino+20 $ de air- 
seina) co2recipitados a pH 4,O y 4 ,5 .  
aislado mixto (prot. lino 80 $+caseins 20 $) 
coprecipitado a pH: 
rendiiniento ($) 
pdrdida a 1OOB (vacio) ( 5 )  
nitrdgeno total ($, b.a. ) 
lisina disponible (g/ 16 g N) 
lisina disponible ($ de aislado mixto) 
(^) -  8,03 g de product0 aislado seco a 45Q. 
( ^ ^ ) -  6,97 g de produoto aislado seco a 4 5 Q .  
El analisis cornparativo de 10s resultados revela: 
- un mayor rendimiento en aislado final para la coprecipitacidn e- 
fectuada a pII 4,O. 
- un contenid0 en nitrdgeno en el aislado final obtenido a pH 4.5- 
4,6 sorprendentemente alto. Este valor (promedio de 4 determinacio- 
nes concordantes) tendria justificaoidn en observaciones experimen- 
tales llavadas a cab0 en un trabajo previo sobre proteinas de lino 
(2) (cuadro 5), donde se registrd un increment0 para el contenido 
en nitrdgeno en proteinas aisladas entre el pH isoeldctrico 4,O .y 
5,0, parzlelo a la diarninucidn en rendimionto. 
- un contenido similar pfira lisina disponible (4,40 y 4,26 $) rea- 
pecto del aislado final para ambos coprecipitados, valor que a1 ser 
expresado en base a 16 g de N, se evidencia algo mayor para el co- 
precipit.~do a pH 4,O (aparentemente compensado por 10s distintos ni- 
veles de nitr6geno). 
Sobre estas bases, se decidid en lo sucesivo coprecipitar las 
diferentt?~ mezclas de suplernentacidn, a pH 4,O ( p ~  isoeldctrico de 
la proteina de lino) dado que en esas condiciones se loga mayor ren- 
dimiento en el aislado mixto con un nivel en lisina diaponible si- 
milar. 
Los resultados otianidos para lisina diaponible en cada ais- 
lado mixto coprecipitado con diferentesniveles de caseina en la msz- 
cla, muestran claramente el efocto gradual complementaria de este 
aminodcido proporcion~do por la caseina a1 ser incorporada en mayor 
cant idad. 
nivel de caseina contenido en el 
aislado nlixto coprecipitado a pH 4.0 
lisina disponible (g/ 16 g N )  
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4)- Aislamiento de proteinas de lino suplementadas a diferentes nive- 
les con caseina, en macro-escala de laboratorio. Estudiou nutri- 
cionales . 
4.1. De acuerdo con las condiciones operatorias cuyo detalle figura 
en la P. Exptal., se procedid a1 aislamiento en escala macro (en la- 
boratorio) de 250 - 300 g de Maislados pkoteicos rnixtostu con destino 
a su caracteri~aaidn y evaluacidn nutricional. Para el propdsito per- 
segxido se utiXizardn 10s resl~ltados de estas experiencias nutricio- 
nales a fin de evaluar la im~ortancia rel~tiva del nivel del suple- 
mento y la calidad de la mezcla protefnica resultante. 
Para loearlo se aislaron las proteinas de nwnerosas partidae 
de 200 g de halina integral de lino suplementadas con diferentes ni- 
veles de caseins comercial ( 5 ,  lo, 15, 20 y 40 46) calculados segh 
se menciond en la parte 3.1.2. de esta Discusibn. 
Una vez completada la etapa de dispersidn del material nitroge- 
nado de la harina de lino y sobre el total de 10s lfquidoa separados, 
se incorpord la cantidad calculada de caseina comercial previamente I 
dispersa en medio acuoso alcalino. El conjunto, hornogeneizado por a- I 
gitacidn, fue adicionado de Bcido hasta alcanzar el pH de maxima pre- 
cipitacidn (4,O). Las etapas eiguientea comprenden la separaoi6n, la- 
vado, purificacidn y secado (459, vacio) de 10s aisladoa mixtos ob- 
tenidos . 
La Tabla 12 ilustra sobre 10s rendimientos parciales logrados 
para las distiritas partidas de aislados mixtoa coprecipitados, para 
diferentes niveles de caseina. 
Se reunieron las partidas de aislados correspondientes a1 mis- 
mo nivel de suplementacidn, se mezclaron intimamente, secaron nueva- 
mente a 45Q (vbcio) y guardaron en recipiente de buen cierre hastw 
el momento de su utilizacibn. 
Tabla 12 
Rendimientos en aislados mixtos uara diferentes niveles de suplemen- 
tacibn. 
nivel de suplementaci6n 
con caseina 
total de aislado mixto 
obtenido ( g )  
rendimiento ( promedio) 
g de aislado mixto/ 200 g harina de li- 
no+x g caseina comercial (seco 454, va- 
cfo) 
Estas cifras (promedio) de rendimientos para 10s aialados mix- 
tos, superiores a1 valor logrado para el aislado de lino sin auple- 
mentar (prom..: 24,O $) , refle jan la casi total coprecipitacidn de 'la 
caseina incorporada, dado que muestran un increment0 hacia mayor ni- 
v e l  de suplementacidn.. 
Los eisladoa mixxos asi obtenidos, mostraron 18s siguientes 
caracteristicas flsicaa y valores analfticos (Tabla 12). 
Tabla 13 
~ a r a c t e r f s t i c a s  f f s icas  Y valores anal i t icos  de 10s aislados mixtos para diferentes  niveies 
de suplementaci6n. 
nivel  de suplementacibn con 





0 ( l ino  5 10 . 15 20 40 PO0 (caseindl 
4 blanco crema e 
4 inodoro suave caracter, 
suave caracter, 
f ina  f ina  f ina  
perdida a  1009 (vacfo) (3 7905 
nitrbgeno (kj eldahl) ($ b. S O  ) 13,08 
l i s i n a  disponible (% b. s, ) 3 9 %  
l i s i n a  disponible (g/16 g N) 3,74 
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Los datos de lisina disponible revelan el aporte en tal senti- 
do de la caseina en la mezcla coprecipitada, desde que a1 nivel del 
40 $ (posiblemente entre 20 y 30 6) cubre 10s requerimientos para ni- 
fios sefialados por FA0 (1973) (5,50 g/ 16 g N) . 
Para completar la informacidn se incluye la Tabla 14 que ilua- 
tra sobre la precisidn del mdtodo de evaluacidn quimica de lisina dia- 
ponible (53) y la relacidn lineal entre lisina disponible y el $ de 
caseina en 10s aislados mixtos coprecipitados. 
Tabla 14 




lino supl. 5 5 
lino supl. 10 % 
lino sup&. 15 $ 
lino supl. 20 $ 
lino supl. 40 % 
caaeina 100 % 
nQ de det. lisina disponible 




I ( )  f = t ~ i  = media'aritrn6tica, Xi = determinacidn individual. 
La Figura 4 representa la relacidn lineal entre lisina disponi- 
ble  y el $ de oaseina en el aislado mixto, para la cual se obtuvo un 
coeficiente de correlacidn (+)  r = 0,997, valor que lo ubica en la 
clasificacidn de una correlacidn casi perfects. 

4.2, Evaluacidn bioldaica de 10s aislados proteicos mixtos (fino su- 
plementado con diferentes niveles de caseina) .v su comparacidn 
con 10s aislados obtenidos del lino g caseina comercial. 
Se llevaron a cab0 una serie de pruebas bioldgicas (~tilizauidn 
Proteica Neta y Digestibilidad) en ratas, para detemninar el orden 
de eficiencia de la suplsmentacidn con caseina por coprecipitacibn 
y a distintos niveles sobre proteina aislada de lino. Ello permitid 
su comparacidn con 10s valores logrados para proteina de lino sin su- 
plementar y para caseina (usada como referencia). 
Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de la colonia pertenecien- 
te a la cdtedra de Fromatologia y Nutricidn Experimental de la Pacul- 
tad de Farmacia y Bioquimica de la U.B.A.. 
Los ensayos se llevaron a cab0 agrsgando todos loa nutrientee, 
incluyendo vitaminas y minerales a la dieta, dejando como h i c a  va- 
riable la proteina a examinar, de auerdo a 10s detalles que figuran 
en la P. Exptal. ' 1 
- La primera etapa fue la ~reparacidn de la serie de dietaa a hi- 
v e l  constante en proteina (10 $). Tambidn fue similar el Valor Calb- 
rico de las mismas, comprobado experimentalmente s e g h  P. Exptal. 7. 
Una de ellas contenia solamepte la proteina aislada de la harina de 
lino y otra, solamente el aislado obtenido de caseina comercial. Las 
dietas remanentes (isoproteicas) se prepararon con cada uno de 10s 
aislados mixtos obtenidos a diferentes niveles de suplementacidn o0n 
caseina coprecipitada en presencia de proteina de lino ( 5 ,  10, 15, 
20 y 40 $ respectivamente). 
Los resultados se presentan en la Tabla 15. 
Tabla 15 
Valor de UPN de proteinas a i s ladas  de l ino .  caseina v ais lados de l i n o  su~lementados con di- 
fe rentes  niveles  de caseina. 
Fuente proteica incor- 
porada a l a  d ie t a  ( a i s -  
lat2c) 
l i n o  
lino + 5% caseina 
l i n o  + 1@ caseina 
l i n o  i- 155 caseina 
l i n o  + 2@ caseina 
l i n o  + 432 caseina 
caseina 
nQ det. UPXop $ prot. en 
l a  d i e t a  
V.C. 
k c a l / g  kJ /g  
d i e t a  
UPNst CPN 
~i = kcal provis tas  p o r  proteinas/  100 kcal ciiets. 
CPN = NDpCal = UPNOD x p.2 ; CPN = kcal  aportadas por l a  proteina de l a  d i e t a  que son to- 
100 talmente u t i l i z a b l e s  para l a  s f n t e s i s  proteica. 
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Segcin se observa, la creciente suplementaci6n con caseins, in- 
dujo un increment0 significativo en la calidad nutricional del aisla- 
do mixto final, en comparaci6n con el valor logrado para el aislado 
de lino sin suplementar, A~arentemente la mejor suplementaci6n entre 
ambas proteinas es aquella en que la caseina aporta el 40 $ del total 
de las proteinas en el aislado coprecipitado. En base a1 peso de 10s 
materiales de partida, esa proporcidn corresponderfa a la relaci6n 
200 g de harina de lino y 30.07 g de caseina comercial, que por dis- 
persidn y subsiguiente coprecipitaci6n del material nitrogenado rin- 
den un aislado mixto que corresponde a1 de dicha calidad bioldgica. 
Los resultados 'representadoo en la Fig. 5, estdn indicando que 
en las distintas mezclas en suplemefltacidn y hasta alcanzar el nivel 
del 20 % ell caseina, disminuyen y se van nivelando las deficiencias 
en lisina, treonina y leucina de la proteina de lino a medida que au- 
menta la proporcidn de caseina en el aislado coprecipitado. 
X1aubi8n se observa que entre loo niveles del 15 a1 20 $ en ca- 
seina, dsta aporta ya suficiente canti,.dad de esos aminodcidos esencia- 
les para provocar un impact0 positivo en La calidad de la proteina 
de lino. 
El valor mdximo logrado a1 nivel de suplementaci6n del 40 $ pa- 
rece alcanzar el correspondiente para el aislado de caseina comerci'al, 
teniendo en cuenta el dmbito de osci1;xiones en 10s resultados (erro- 
res) frecuente dentro de este tipo de experiencias. 
En la Tabla 1 5  tambidn pusde observarse que 10s valores medios 
de UPNst mu.estran una tendencia similar a1 de 10s UPNop, a1 aumentar 
el porcentaje de caseina en el aislado utilizado, por ser las dietae 
prdcticamente isoproteicas e isocalbricas. 
Pig .  NQ 5 - PROmINAS -lISL,lliAS POfi CGYhLCIPI!i'tl(:I1)N 4 PXHTIIi  ; d i .  
HARINA LINO Y DE CASEINA CCrrSI iCIAL 
Utilizaoi6n Pro ta ica  Neta (Ui.i~op 5 )  en Z i u l c ; l r > c  
porcenta ja de d l  a tr2 buciba de ;lcr>r.t.* : :. .  . . r.ilprec 
d. -a ,  erl l a  dieta. 
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En la Fig. 6, se aprecia la relacidn establecida entre 10s va- 
lores de UPNop y de lisina disnonible respectivos, correspondientes 
a las dietas con diferentes niveles de s~zplernentacibn con caseina u- 
tilizadas. 
De nuevo aqui, es de interds hncer aotar que el efecto suplemen- 
tario de la lisina (representado en este caso por un increment0 en 
el valor de la UPN), fue acentu6ndose progresivamente, conforme el 
nivel de caseina aumentaba en la dieta. 
Los ct5lculos previos, en tdrminos cornparativos, de la composi- 
cidn en aminoacidos esenciales de la proteina aislada de lino, con 
la del patr*bn provisional de la proteina de refererrcia FA0 ( 3 4 ) .  re- 
velaron corfio primer aminodcido limitante a la lisina. A partir de es- 
tos resultados bioldgicos se juzga de interds comparar, la buena con- 
cordancia entre la prediccidn establecidn se&n el cdmputo quimico, 
y 10s valores de UPN, utilizando ratas jd4~enes en etapa de crecimien- 
to. 
Asimismo 10s valores de digestibilidad parecen estar influidos, 
en lfneas generales, por el nivel de auplementacidn de caseina en el 
aislado mixto contenido en la dieta. La Tabla.16 y la representacidn 
de dichos valores en la Fig. 7, suministran datos acerca de esta re- 
lacidn, indicativos de que el valor de la digestibilidad (D) ascien- 
de ligeramente conforme aumenta el nivel de suplementacibn con casei- 
ncr. El coeficiente de correlacidn entre atnbos valores fue de+0,967 (r) 
(correlacidn muy busna). An~renternente, si bien la D del aislado pro- 
teico de lino sin suplementar es alta (87,4) se observa el efecto de 
la inclusidn progresiva de llna pro  teirla de mayor digestibilidad como 
lo es la caseina (92 ,5) .  
Pig. N-O 6 - PHO'BINAS A I Z U D A S  POH C O P ~ ~ S C ~ ; ' I . L ' A  ;?.311 A PAdYLi i.E-. 
W I R A  DJ3 LINO Y Dl, Chs~GIklk COi!+?.?..ttC1.?~ .- 
U-tilizacibn Pro t,eicl-l Rota ( I J P N ~ ? ~  $1 en f u n ~ i Q ~ 1  dlt 
nivel de li~ina disponiblo ( g N), el dl+$-! 

Tabla 16 
Valores de digestibilidad (D) en funcidn del increment0 en el porcen- 
taje de caseina en 10s aislados mixtos ensayados, 
pro t e ina 
aislado de: 
lino (100 75) 87,4 
lino + 5 % caseina 86,9 
lino + 10 $5 caseina 87 ,5 
lino + 15 caseina 88,6 
lino + 20 6 caseina 89,9 
lino + 40 5 caseins 89 ,7 
caseina (100 $) 92,5 
nQ det. 
En el presente caso, la importancia de la lisina fue evidente 
en todos 10s niveles de su~lementacibn de las dietas ensayadas. No 
obstante, el haber logrado finahente un valor comparable a1 de la 
caseinn tomada corno referencia, da la pauta de que simultdneamente 
se habrian suplement&do todos 10s aminodcidos limttantss de la protei- 
ns de lino, a fin de mantener un balance apropiado entre elloa. Cabe 
aqui sefialar que las proteinas de lino son buena fuente de azufrados 
totales (3,78 g/16 g N) frente a1 valor de requerimiento dado por FA0 
( 3 , 5  g/ 16 g N) para nifios. 
La literatura informa sobre un conocimiento mucho mds profundo 
del patr6n de aminoacidos esenciales necesario para cubrir loa reque- 
rimientos individuales en ratas en crdcimiento que en infantes. De 
ellos surgen, no obstante, 10s menores requerimientos, particularmen- 
te en lisina y azufrados, para estos dltimos. Es razonable su consi- 
deracidn a1 extrapolar 10s resultados logrados en ensayos de alimen- 
tac:idn con ratas en crecirniento a1 nifio, desde qus estariamcis subes- 
timando su calidad bioldgica para dste. 
Desde el punto de vista econdmico, representa un ahorxJo en la 
fuente de mayor costo (caseina) efectuar suplernentacionea ccn niveles 
algo menores del 40 $. 
5)- Determinacidn de 10s contenidos en cenizas totales, fdsforo total 
vos aislados. 
Con fines comparatives, se incluyeron en el andlisis de compo- 
sicidn general de 10s aislados de partida y de 10s diferentes aisla- 
dos mixtos coprecipitados las siguientes determinaciones (ver P, Expe- 
rimental) cenizas totales, fdsforo total y fdsforo de Bcido fitico 
e hidratos de carbono totales; cuyos valores (promedio) figuran en, 
la Tabla 17, 
La determinacidn de cenizas totales (obtenidas en presencia de 
un fijador de fdsforo: sal de mizgnesio) permitid registrar un mdximo 
nivel para el aislado de caseina ( d , i  $ b.s. ) inferior a1 eeilalado 
para caseina clorhidrica comercial ( 4 , 3 i  % b.s. ) justif icable ya que 
se la obtuvo en laboratorio por redispersidn, precipitacidn y pWifi- 
cacidn a partir dc aqudlla. 
Puede obaervarae un deacenso apreciable en el contenido en*hl- 
dratos de carbono totales, dado que el aislado proteico de lino re- 
tiene en su precipitacidn 23 % (b-.so) de dichos componentes (no ell- 
minablea por sucesivas redispersiones y reprecipitaciones) y en el 
aislado obtenido a partir de caseina comercial estdn ausentes. 
Los diferentes aialados mixtos coprecipitados muestran un de- 
crecimiento notorio y proc,>resivo en esos componentes, concordante con 
Tabla 17  
Coaposicidn en cenizas,  f6sforo t o t a l  7 de Acid0 f i t i c o  e hidratos  de carbon0 totales 
de 10s diferentes  a i s lados  proteicos obtenidos, 
aisla.do. de: 
harina de l ino  + caseina 
l i n o  5% 1% 15% . 
caseina 
cornercial 
cenizas t o t a l e s  ($be s. -1 2 , O  
hidratos de carbon0 
t o t a l e s  ($be s. 
P t o t a l  ($be s. 
P t o t a l  - P 6cido f f t i -  
co ($b.s.) 0,15 0,16 
( I ) -  no detectado experimentalrnente. 
la suplementacibn creciente con caseina. 
El contenido en fdsforo total para e l  aislado de lino registra 
el menor valor en la serie de aislados obtenidoa (0,31 $ b,s.) y 10s 
aislados mixtds muestran una discreta subida con el aumento en el $ 
de caseina en 10s mismos. 
La magnitud del contenido en Acido fitico (expresado en P $ ha) 
registra una tendencia a1 descenso (ligera, pero observable) e tr&e 
de toda 2.9 serie de aisl~dos mixtos y a partir del aielado de l*o, 
desde que en la caseina est$ ausente este componente. 
El nivel de f6sforo remanente (46  b.s. ) (diferencia entre P to- / 
tal y P fitico), tanbidn rnuestra una tendencia creciente a partir del I 
aislado de lino, a trav6s de 10s preparados mixtoa por copreoipita- 
cidn hasta e l d e  oaaeina, en razdn d e l  predominio consistent8 en fbs- 




1)- Materias primas. Obtencidn de harina de lino. Caseina clorhidri- 
ca comercial de buena calidad. Analisis de composicidn general. 
La semilla de lino oleaginoso, adquirida en el comercio (cose- 
cha 1973) sirvid como material de partida para la obtencidn de la ha- 
rina integral de extraccidn (hexano tdcnico). 
1.1. Obtencidn de la harina de extraccidn de lino. 
Aproximadamente 15 kg de semilla de lino, una vez molida, se 
agotaron en Soxhlet pol- hexano tbcnico. Para ello se realiz6 una pri- 
mera extraccidn a fin de eliminar la mayor parte del aceite, remolien- 
do la semilla en molinl-llo y reextrayendo hasta agotamiento. El pro- 
ducto res~ltante se seod a1 aire y elimin6 el resto de solvent0 en 
estufa de vacio a 45Q. Se obtuvo asi la harina integral de extracoi6n 
(aprox, 8 kg), que se guard6 en frasco de buen cierre hasta el momen- 
Sobre este material se determinaron 10s contenidoa en humedad, 
cenizas, nitrdgeno tote1 y fibra cruda $ de product0 tal oual, de 
acuerdo con la8 siguie~tes tbcnicas: 
Hwnedad: Se efectu6 sobre aprox. 1 g de ~iuestra, en estufa de vacio 
a loon, hasta-peso conatante (AOAC, Official Method 13.3, 1950). 
Cenizas: Se obtuvieron por incineraci6n de aprox. 1 g de muestra en 
mufla (500 - 5509) hasta lograr un residuo prdcticamente blazlco y de 
peso cons tun te  (AOAC, O f f i c i a l  Method 13.6, 1950).  
Nitrdgeno t o t a l :  Se detsrmind sobre  0 , 2  - 0 , 3  g de h n r i n a  s e g h  e l  
macron8todo de Kje ldah l  (AOAC , 0f:f i c i a l  Method 2.24, 1950) ,  efectuan-  
do la  d i g e s t i d n  con rnezcla H2S04, CuS04 y K2S04 . 
F i b r a  cruda:Se r e a l i z 6  sobre  l a  h a r i n a  (m:t ter ia l  cuyo contenido  en 
a c e i t e  e s  i n f e r i o r  a1 1 $, se@n l o  requerido p a r a  a p l i c a r  la tdonica  
AOAC, O f f i c i a l  Method 22.038, 1965) ,  operando por e l  mdtodo de la do- 
b l e  h i d r d l i s i s  dc ida  y a l c a l i n a .  
Los v a l o r e s  h a l l a d o s  espresados  $ do h a r i n a  t a l  c u a l ,  s e  r e f i -  
r i e r o n  a h a r i n a  l i b r e .  de humedad. E l  v a l o r  de n i t rdgeno  t o t a l  s e  da 
en base s e c a  y l i b r e  de cen izas .  En todos 10s casos  se usaron 19s va- 
l o r e s  promedio de determinaciones e fec tuadas  por  dupl icado o t r i p l i c a -  
do. 
L i s i n a  d i snon ib le :  A 1  margen de las de te rn inac iones  que hacen a su  
composicidn g e n e r a l ,  l a  h a r i n a  i c t e g r a l  se examind en s u  contenido de 
l i s i n a  d i s p o n i b l e ,  con f i n e s  co:npnrntivos. Se a p l i c 6  l a  t d c n i c a  de 
Conkerton y Prampton cuyo d e t a l l e  experimental  figzlra mds adelante .  
1.2. Caseina c l o r h i d r i c a  comercial .  
L a  c a s e i n a  u t i l i z a d a  fncd r e m i t i d a  por  l a  Fundacidn "Institute 
de la  LecheM Vicente L. .Sasareu y H e r s i l i a  Lynch de Casares r o t u l a d a  
como "case ina  c l o r h i d r i c a  de buena c a l i d a d n .  Se p r e s e n t a  como un pro- 
ducto de granulos idad  v a r i a b l e  ( r e t e n i d o  en  n a l l a  25, 10 $; en malla 
40, 27 $; pasando e l  6 3  $ por malla 40) ,  de c o l o r  crema y t e x t u r a  fir- 
m e ,  arenosa .  La suspensi-5n acuosa r e g i s t r a  un v a l o r  de pH de aprox. 
498. 
Sobre e s t e  product0 3e r e a l i z a r o n  las d i s t i n t a s  ddterminaciones 
de composicidn general y de lisina disponible, a 10s fines de su 
caracterizacibn. 
Para las determinaciones de humadad, nitrbgeno total y lisina 
disponible se oper6 se&n las t8cni.cas seflaladas para harina de lino. 
Dada la naturaleza del material, rico en fosfatos, fue necesa- 
rio calcinar en presencia de un fijador. Se determin6 sobre 1 g de 
muestra, previamente atlicrionada de 2 ml de soluci6n saturada de 
DIg(N03)2 y llevado a seco sobre tela met8lica. Se calcind en mufla 
(500 - 550" hhasta peso constante. Se cundujo paralelamente un blan- 
co con igual volumen d& soluci6.n de fijador, que se descontd del pe- 
so total. 
2)- Obtencidn de proteinas aisladas de harina integral de lino. Enaa- 
yos previos a1 aislamiento de nroteinas a partir de csseina co- 
mercial. Ajuste de condiciones 6ptimas de extraccidn y precipita- 
2.1. Obtencidn del aislado de lino. 
2.1.1. Equipos y reac t:.~vos. - 
En 10s ajustes de pH se usaron soluciones de HONa o de HC1 5 N 
. 
y las respectivaa solu~iones diluidau (0,5N). Se controlaron 10s va- 
lores de pH con electrodo de vidrio (pHmster 3963-Methrom). 
Durante la extrakidn clel material niixogenado, la temperatura 
de la solucidn se mantuvo a 309 (circuludor de agua con termostato) 
y la precipitacidn de Las proteinus se e.fectu6 a temp. amb. (20 - 
25s) 
En las etapas de extraccidn y precFpitaci6n se utilizd un agi- 
tador mecdnico de vidri.0, y en 1a.s separaciones por centrifugacidn 
se oper6 con una centrifuga Universal Junior 1113, a 2800 rpm. 
En la etapa de purificacidn de las proteinas precipitadas, se 
us6 en todos 10s casos, agua destilada previamente ajustada a1 valor 
de pH correspondiente de precipitacibn. 
En 10s lavados subsiguientes se utilizd etanol 95 $ (destilado). 
2.1.2. Obtencidn en escala macro de laboratorio. 
Se procedid de acuerdo con condicioneo operativas establecidas 
en un trabajo prevlo sobre aislamiento de proteinas de harina integral, 
en el cual se fijaron 10s valores de pH dptimos de dispersidn y de 
maxima precigitacibn de dichas proteinas (4). 
a)- Dispersibn del material nitrogenado. 
En baldn de tres hocas provisto con agitador, se dispersaron 
por separado partidas d& 200 g de harina integral por agitaci6n per- 
manente durante 1 hora, a temp. amb. en 4200 ml de agua destilada (re- 
lacidn harins:agua 1:219, manteniendo el valo~* de pH de dptima dis- 
c persidn ( 9  - 10) por afiadido de solucidn de HONa 5 N. Por centrifua- 
cidn se separd el lfquido sobrenadante del residuo que confiene to- 
da la fibrn, Este dltimo se tratd por agitacidn con 1000 m l  de a- 
destilada ajustada prevfe.mente a1 pH de dispersidn ( 9  - 10) (relacidn 
I 
1:5) y centrifugd nuevanente para separar el liquid0 sobrenadante que 
@ se reunid con el anterior, El residuo se sometid a una nueva extrac- 
cidn co11 2300 ml de n.ma destilada (relacidn harina:agua 1:11,5) 
I manteniendo por otra hora el vblor de pH de dispersidn (9 - lo), en I 
las condiciones antes mancionadas. A1 t6raino de ese tiempo se cen- 
trifugd y el sobrenadante se unid a 10s anteriores. En todoa 10s cs- 
sos 10s lfquidos deca.ntados se pnsaron pox- tela metdlica (acero inoxi- 
dable , 200 mal.las/cm) . 
I* 
b)- Precipitacidn. -
Se llev6 a cab0 por afiadido de solucidn de HC1 5 N y ajuste a1 
valor de pH de mdxima precipitacidn (4,O) con HC1 diluido (0,5 N), 
a 10s liquidos de extraccibn, a temp. amb. y con agitacidn permanen- 
te hasta lograr un pH estable de 4,O. El precipitado se separd por 
centrifugacibn, despuds de lo cual y por dos veces sucesivaa, se la- 
vd con 1000 ml de agua ajustada previamente a1 valor de pH 4,O (re- 
suspensidn del precipitado por fuerte agitacidn) (relacibn precipita- 
do:agua 1:22), centrifugando luego de cada lavado. LOB liquidoa de- 
..cantados se desecharon. 
c )- Purif icacibn. 
Los codgulos anteriores se lavaron por agitaci6n endrgica y por 
4 veces conaecutivas, a temp. amb., con 1000 ml de etanol 95 $ (la8 
dos primeras vuces) y 800 ml (las dos dltimas), lavando finalmente 
con aproximadamente 400 ml de eter etilico. Sc: centrifugd despuds de 
cada lavado. Las proteinas asi purificadas presentaron colorblanco- 
cremoso, siendo su consistencia compacts. 
d)-  Seoado. 
Los precipitados se dejaron aproximadamente 12 ha en desecador 
y luego se extendieron en capa delgada, secdndolos a temp. de 450 (va- 
cio, 5 Torr). Se obtuvieron en forma de polvo fino, bl-anco y livia- 
no. Los rendimientos se mencionaron en la Discusidn y sobre la meecla 
homogdnea de proteinss do todas las partidas logradas se practicaron 
10s andlisis cuyos resultados han sido discutidos: pdrdida a lOOQ (va- 
cfo), cenizas, nitrdgeno, lisina disponible, hidratos de carbono, fbs- 




2.2. Obtencidn de caseina "aisladatl en laboratorio. Estudios previos 
de condiciones dptimas operativas para el aislcmiento de protei- 
nas a partir de caseina comercial. 
2.2.1. Equipos g reactivos. 
Los mismos sesalados en 2.1.1. 
Tdcnica de dispersidn de la proteina. Eleccidn del pH bptimo, 
En baldn de tres bocas, provisto de agitador mecdnico, se colo- 
caron 5 g de muestra y suspendieron en 100 rnl de agua destilada (re- 
lacidn s6lido:liquido 1:20). Se agitd en forrna permanent6 durante 1 
hora, manteniehdo constantes la temperatura de 309 y el valor del pH 
de dispersidn a ensayar (7,5; 8,5; 9 ,5 ;  10,5 Y 11,5), con aoluci6n. 
de N ~ O H  5 N, ajustando con solucidn diluida de NaOH 0,5 N. El conjun- 
to se transvas6 a matraz aforado (250 ml) decant6ndolo a travda de 
tela metdlica (acero inoxidable, 200 mallas/cm) . El residuo se lev6 
por agitacidn con 25 ml de agua destilada previamente ajustada a1 pH 
de dispersidn y centrifugd durante 20 min (2800 rpm). El lfquido so- 
brenadante se agregd a1 separado en la primera extraccibn. 
Se operd una aegunda dispersidn similar a la primers con rela- 
cidn s67.ido:agua 1:10, en iguales condiciones, reuniendo el liquido 
separado despuds de centrifugacibn con 10s anteriores. Se llev6 fi- 
nalmente a volumen y midieron alicuotas (por triplicado) para deter- 
minar nitrdgeno dispersado a 10s diferentes valores de pH ensayadoa. 
LOB valores promedio obtenidos de Nitrdgeno dispersado $ Nitrdgeno 
total (sobre caseina comercial de partida) se utilizaron para el tra- 
zado de la curva de la Figura 1. 
2.2.3. Eleccidn del pH de mdxima nrecipitacia (isoel6ctrico). 
En ba16n de tres bocas provisto de agitador mecdnico, se colo- 
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caron 60 g de muestra que se susp,endieron en 1200 rnl de agua desti- 
lada previamente a justada a1 valor de pH 10,5 (elegido de acuerdo con 
la experiencia anterior), correspondiendo a una relacidn sdlidotagua 
de 1:20. Manteniendo la temp. a 300 y el pH sefialado, 89 agit6 en for- 
ma pernanente durante 1 hora para su mdxima dispersidn. 
El con junto se centrifugd (30 min, 2800 rpm) y el liquido so- 
brenadante se transvasd a matraz aforado, decantando a travda de te- 
la metdlica (malla 200 de acero inoxidable). El reaiduo ae lav6 por 
agitacidn con 300 ml de agua destilada previamente ajustada a pH 10.5 
(relacidn sdlido :agua 1: 5) ; centrifugd nuevamente (20 min, 2800 rpm) 
y el liquido decantado se reunid a1 anterior despues de pagarlo por 
malls 200. El residuo se transfirid nuevamente a1 baldn donde ee pro- 
cedi6 a una nueva dispereidn del material nitrogenado a pH lO,5 (re- 
lacidn s6lido;agua 1:10, ~oQ), con agitaci6n permanente aprox. 45 min. 
El liquido decantado despuds de centrifugar ae reunid oon loe 
anteriorea y finalmente se llevd a volumen de 3000 ml, (se utlliaa- 
ron 2 matraces de 2000 y 1000 ml respectivamente que se mesolaron 
fntimamente antes de medir alicuotas). Se fracciond en alicuotas Be 
igual  volumen (600 ml c/u) colocadaa en sendos vaaoe de precipitmfdn 
y se midieron separadamente (por triplicado) vol~enes convenientee 
pars determinar Nitrdgeno dispersado total, Se operd la precipitwi6n 
de oaseinn a distintos*valores de pH, cubriendo el dmbito de 3,0 s 
5,O, con agitacidn que continud hasta unos 2 min despuds de alc8tl~a- 
do el valor de pH deseado y a temp. amb.. Para regular el pH se ueb 
solucidn de HC1 5 N, ajustando finalmente con eolucidn diluida de 
HC1 0,5 N. 
Los precipitados obtenidos se separaron por centrifugacibn 
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(30 pin, 2800 rpm), lavando en todoa 10s casos can el mismo volumen 
minimo de agua previamente llevada a1 valor de pH correspondiente 
(50 ml) y 10s aobrenadantes respectivos se decantaron en matraces a- 
forados (500 ml). Se llsvd a vcslumen y midieron alicuotas phra deter- 
minar nitrdgeno en el sobrenadante, para cada valor de pH. 
Los datos obteni,dos, consignados en la F i g u r a  2, muestran el 
porcentaje de material nitrogenado soluble (sobrenadante) eA funcidn 
de 10s valores de pH, registrdndose'cifras minimas en la zona de a& 
xima precipitacidn (iaoel4ctrico). 
A continuacidn ae presenta un esquema general del procedimien- 
to descripto. .I 
Esquerna general. Dispersidn de caseina clorhidrica comercial y pre- 
cipitaci6n a diferentes valores de pH (eleccibn del valor de pH de 
maxima precipitaci6n, isoel8ctrico). 
-- p muestra (caaeina oomercial) 
I tagua destilada a pH 10,s (ajuste con solucidn de HONa 5 N) 30Q y agita- cidn permanente (1 hora) relacidn caseina:agua 1:20 
centrifugacidn 
(30 min, 2800 rpm) 
Liquido decantado ~ssiduo 
10s liquidos decantad un lavado con agua desti- 
reunidoe se llevan a vo- lada, llevada a pH 10,5, 
lumen (relacidn 1 ~ 5 )  y oentri- 
fugacidn (20 min, 28OOrpm) 
determinacidn en alicuotas i- Lfq . decantados Residuo 
de N di~persado gualea, precipi- 
(por triplicado tacidn con H C 1  5 N nueva disper- si6n con agua dea- 
sobre alicuotas) y dil., entre valo- 
res de pH 3,O a 5,O tilada a pH 10.5 
con agitacibn, a rel. s6l:ltq. lt10, 309, agita- temp, amb. 
I cidn permanente 
* 
centrifugacidn por 45 min. 4 
( 3 0  min, 2800 rpm) 




Lfquidos sobrenadantes Precipitados - 
( trazas ) 
(llevados a volwnen p a r a  \ lavsdos una vez con agua cada valor de pH) destilada ajustada a1 pH I correspondiente ; centrifu- gacidn 20 min, 2800 rpm. 
Determinacidn de N 





2.2.4, Balance de la distribi~cibn del nitrdgeno total en caseina co- 
mercial, en el proceso de aislimiento de la proteina, 
Una cantidad adecuada de muestra (50,O g de caseina clorhidrica 
comercial) se dispers6 en R g u a  destilada ajustada a1 pH 6ptimo de dis- 
persidn preelegido (10.5) en la relacidn s6lido:agua 1:20. La mezcla 
fue agitada por 1 hora a temp. amb., reajustando el valor de pH cuan- 
do era necesario, Se centrifugd y decant6 el liquido sobrenadante a 
travds de tela de acero inoxidable (200 mallas/cm), recogiendo en ma- 
traz aforado (2 1). 
Sobre el residrro'se practic6 un lavado acuoso (agua destilada 
ajustada a pH lo,?; relacidn s6lido:ama 1:5) y luego se oper6 con 
dos dispersiones sucesivas mds en las condiciones ya selialadas, pero 
con relaciories s6lido:agua 1:lO. 
El residuo se lav6 con etanol 95 $, llevd en estufa de vacio a 
lOOQ hasta peso constante y se determind nitr6geno. i 
Los liquidos decantados reunidos se llevaron a volwlen, Una par- I 
te del mismo se destind para valorar el nitrdgeno dispersado y el re- 
manente sa ajustd al valor de pH elegido como isoel6ctrico (4,5; temp. 
amb.), separando el codgulo ~roteico por centrifugaci6n (30 min, 2800 
Despuds de decantar el liquido sobre~ladante en rnatraz aforado, 
el precipitado de protei na, cruda se 1-avd dos veces (por agitacidn a 
fondo) con ap,ua destilada a;justada a1 valor del pH isoel4ctric0, ten- 
t, ,fugar~do despues de cada lavado (20 min, 2800 rpm). Sobre 10s li- 
quidos sobrenadantes de 1% precipitacidn y de la.vrdos reunidos y 118- 
vados a volumen, se determind (nor triplicado) el nitrdgeno sobrena- 1 
dante. 
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Las p r o t e i n a s  a s f  lavadas s;e e x t r a j e r o n  por  t r e s  veces  con 8- 
t a n 0 1  95 i& ( 3  lavados suces ivos ,  desnlenuzando a f ondo e l  co lgu lo  por 
a g i t a c i h ) ,  usando l a  r e l a c i d n  minima (g p r o t e i n a  seca :  ml s o l v e n t e  
1:6 ) y a temp. amb.. 
Sobre las p r o t e i n a s  p u r i f i c a d a s ,  previamente secadas  en  vac io  
a 459  se determinaron: rendimiento y contenido en  n i t rdgeno  ( t r i p l i -  
cado) . 
E l  esquema g e n e r a l  que s i g u e  resume t o d a s  las e t a p a s  r e a l i z a d a s .  
Espuema general. Balance de la distribucidn del N total en el aisla- 1 
miento de proteinas a partir de caseina comercial. 
agitacidn perm. 
-- g muestra (caseina 1 h, temp. amb. aentrif.-Residuo 
comercial) agua dest., pH 10,5 C(30 min, 7 
un lavado 
relac. s61:agua 1:20 2800 rpm) agua dest . 
I + pH 1095 
Liquido decantado (rehoe / 
l :5) 
1 
Liquidos decantados cenfrifug. 
reunidos 20 min, 2800 
r Pm 
(llevar a volumen) 
I 
Liquid0 decantado Residuo 
2 extracoionee au- 
sobre alicuotas sobre liquid0 re- cesivae con agua 
det. N dispersado manente precipitar a pH 10,5, temp. 
a pH isoeldctrico amb., 1 h, agit. 
(4 ,5 )  temp. ab., perm. 
agit . permanent0 relac. s6l t agua 
C 1:lO 
centrif ugacidn 1 
centrifugacidn 
Liquido sobrenadante Precipitado 
llevar a volumen y so\ dos lavados suce- Residuo 
bre alicuotas ( triple ) 
det. N sobrenadante \ sivoa con agua deatilada a pH isoel6ctrico \ centrifugacidn despude de oada lavado 
Precipitado lavado 
con agua 
3 lavados con etanol 95 $ 
Precipitado purif i- > relac. 1 :G  , temp. amb. 
cad0 
-
por agitac idn 
deeecador 12 he, seca- centrif . desp. c/ lavado 
do finaleatufa(vacio, 12 min. 200 rpm. 
45Q) hasta p. cte. 
1 
Determinar: reodimiento y nitr6geno $ 
lavado con etanol 
95 $ 
estufa (vacio, 
10Oq hasta peso 
conatante 
3)- Caseina aislada a partir del 'producto comercial. Macrotdcnica de 
laboratorio. 
Se procedi6 de acuerdo con las condiciones operatorias defini- 
das en experiencias anteriores, donde se fijaron 10s valores de pH 
de dispersidn dptima y de mdxima precipitacibn. 
3 .l. Uispersidn do2 material. nj trogen~do, 
En baldn de tres bocas, pPovlsto de agitador, se dispers6 por 
separado partidas de 200 g de casein8 comercial por agitacidn perma- 
nente durante 1 hora, a temp. amb. en4000 ml de agua destilada, man- 
teniend,~ el. valor dd pH dptimo de dispersidr, (10,5) por affadido de 
solucidn de HONa 5 N. Por centri.fugacidn se separd el liquid0 sabre- 
nadante del. r*:siduo. Este dltimo se tratd con 1000 ml de agua desti- 
lads ajustada a pH lo,?, centrifugd nuevamente para separar el liqui- 
do sobronadante que se reunid a,l anterior. El reviduo se sometid nu%- 
vamente a dos dispersiones sucesivas con 2000 ml cada una de agua des- 1 
tilada a pH lo,? (relacibn s6lido:a~xa 1:10), en las condiciones ya 
1 
sefinladas. A1 tdrrnino de cada dis~ersidn se centrifugd y el sobrena- 
dante se uni6 a 10s anteriores. 
3.2. Precipitncibn. 
Se oprd por afia.dido de solucidn de H C 1  5 11 y ajuste a1 valor 
de pH isoeldctrico elegido (4.5 - 4 , 6 )  con solucidn de HC1 diluido 
(0,5 N), a 10s lfquidos de dispersidn de la etapa anterior. Se reali- 
zd a temp. amb. y ccn agitacidn nermanente hasta estabilidad en el 
pH mencioncdo. El precipitado se separd por centrifugacidn, despuds 
de lo cual y por dos veces sucesivas, se lavd con agua destilada ajus- 
tada a pH 4,5 (resns~ensibn d e l  precipitado por agitacidn) (relacidn 
s6lido:agua 1:6 ),  centrifugando lul:co de cada lavado. Los lfquidos 
decantados se desecharon. 
3.3. Purificacidn. 
Los codguloa anteriores se lzvaron por agitacidn energica y por 
3 veces consecutivaa, a temp. amb. con etanol 95 $ (2 veces con 1200 
ml, relacidn sb1ido:solvente 1:6 y una vez con 600 ml, relacidn 1:3), 
lavando finalmente con unos 300 ml de dter etflico (a fin da acelerar 
el aeoado), Se centrifugd despu6s de cada lavado. 
3.4. Secado. 
Los codgulos asi purificados se dejaron por unas 12 horas en 
desecador y luego se extendieron en capa delgada en estufa de vacio 
(5 Torr) donde se mantuvieron hasta peso constante (45Q). 
La proteina asi aisla.da y seca present6 color blanco-crema y 
granulosidad fina. Los rendimientos se mencionaron en la Discusi6n 
y sobre la mezcla homogdnea de las distintas partidas logradas se prac 
ticaron lo::: an4lisis cuyos resi~ltadoa han sido discutidos. 
4) - obtencibn de naislado9f de proteina de l i n o  suplementado con caseina. ~ ( r t o d o  
de coprecipitaci6n - .  en macro-escala de laboratorio,  
--- g har im de l i n o  
la.  disper-  
si6n 
-
+agua a pH 9-10 
relac ,  harina: agua 1: 21, 
temp. amb, , agitaci6n 
permanente 1 hora 




1 lavado con agua 
pH 9-10, en re la -  
r 
Lfauido decantado 
1 , b $ t i d 0 r  magliiti- 
~ i s p e r s i d n  acuosa 
--- g caseins  comercial 
ci6n 1:5 y cen t r i -  Liauidos decanta- Incorporar cuantitativamente 
fugaci6n (20 min, dos  reunidos A l a  caseina dispersa,  lavando 
2800 rpm) e l  recipiente  con agua. 
Eies iauo Lfauido decantado 
d 
dentro de l a  
hora de disper-  
s i6n  proteina 
de l i n o  
Agitar bien a f i n  
agua a pH 9-10, de homogeneizar l a  
persi6q re laci6n 1:11,5; caseina incorporada 
agi taci6n 45 min, 03 (agitador mecanico u 
temp. -- a ~ b .  \ 
~ispersiein,  
agua a pH 10,s;  
re lac ,  s61, : agua 
1:20, temp, amb., 
agi tacidn hasta 
dispersi6n t o t a l  
1 centr imgacibn I I 
(30 rnin, 2300 rpm) 
Residuu 
1 lavado con agua 
a pH 9-10, temp, 
amb., relac. l:5, 
ceatrifugaci6n 
(20 min, 2803 rpm) 
4 




L i o  aid0 deeantado 
(se desecha) 
Proteinas c o ~ r e c i p i t a d a s  
pur i f  icadzs 
aprox. 1 2  hs e n  desecador, 
secado f i n a l  en capa delga- 
da (vacio, 5 Torr, 45~1 .  
~ o p r e c i p i t a c i 6 g  
por a jus te  a pH de maxima precipi- 
taci6n (4,O) con HC1, temp. anb., 
agi taci6n permanente, hasta 5 min 
despuds de alcanzado e l  valor de pH 
deseado. 
t c f 
L f s u i d o  sobrenadante Precipitado 
(se deseeha) 1 (proteinas crudas 1 
2 lavados acuosos 
(agua dest. a pH 4,0),  
por a g i t a c i h ,  temp. 
amb. , re l .  1: 20. 
*
Liauido sobre- Precipitado l a -  
nadante decan- vado con agua 
tado 
- 5 lavados sucesi- 
vos con etanol 95% 
(3 con relac. 1:20 
y 2 con relac,  I*), 
Determinaci6n de: rendixiento, 
N, cenizas, perdida a 130Q (va- 
c i o ) ,  l i s .  disponible, f6 s fo ro  to-  
t a l ,  f6sforo (dc. f f t i c o ) ,  hidratos 
\ temp. aab., con a- gitaci6n. 1 lavado con 6 t e r  e t i -  
l i c o ,  relac. 1 : l O .  A 
de carbono, UPN y D. 
5)- Determinacidn de liainn disponible. 
Se aplicd la tdcnica de Conkert0n.y Frampton (53) se&z se des. 
cribe a continuacibn. 
5:l. Reactivos g soluciones. 
Sol. NaHC03 a1 10 $. 
Sol. alcohdlica de 2,4-dinitrofluorbenceno: preparada por disolucidn 
de 0,3 - 0,4 g de la droga en 10 ml do etanol 96 $ destilado. 
Sol. HC1 6 N. 
Sol. HC1 1 N. 
5.2. TBcnica. 
5.2 .I. Preparaci6n de 2.4-dinitrof enilproteinas. 
100 - 3OO11-g de muestra (por cuadruplicado) se pesaron en erlen- 
meyer de 500 ml. Se agregaron 3 bolitas y 10 ml .de la sol. de NaHC03 
a cada recipiente. Se mezcld bien y dejd en reposo por 10 min. a la 
temp. de la habitacibn. Luego se agregaron 10 m l  de sol. Blcohdlica 
de 2,4-dinitrofluorbenceno a tres ds 10s recipientes. Todos fueron 
aacudidos suavemente en agitador mecdnico horizontal por 2 horaa a 
temp. amb.. 
Las mezclas fueron concentradas hasta casi aequedad pasando co- 
r r i en te  de aire tibio sobre cada una de e l las .  
A travds de 4 extraccior~es sucesivas con Qtsr etilico (poruio- 
. nes de 50 ml) se ex.trajeron de las mezclas adicionadas de reactivo, 
el exceso de Bste y algo de 2,4-dinitrofenol producido en la reaccibn 
La cuarta muestra, a la cusl no se agregb 2,4-dinitrofluorben- 
ceno y que sirvid como blanco, fue extr~ida con dos porciones suoesi- 
vas de Bter e-kilico (50 ml). 
Para efectuar las extracciones, el Bter se rnezcld bien con la 
mass senisdlida y la fase etdrea se separ6 despuds de reposo por de- 
cantacidn. Pos pasaje de corriente suave de aire tibio se eliminaron 
las trazas fina.les de 6ter. 
5.2.2. Hidrdlisis de 2,4-dinitrofenilproteinas. 
Las muestras y el blanco se hidrolizaron por 6 hs (autoclave, 
121s; 16 libras de presibn) con HC1 6 N (50 ml). Inmediatamente y atin 
calientes, 10s productos de hidrdlisis fueron,filtrados a trav6a de 
crisoles f iltrantes 'de vidrio prensado (G3) ayudando con vacio. Se 
lavaron con agua destilada, el erlenmeyer y el filtro hasta un. volu- 
men cercano pero menor que 100 ml. Se trasvasaron a matraces aforados 
de 100 ml, conipletarido el volumen con agua destilada, mezclando bien. 
5.2.3. Determjnacidn colorimdtrica de E -2,4-dinitrofenillisina. 
De cada hidrolizado se sop~rd m a  alicuota de 10 ml que fue ex- 
traida en ampolla de decantacidn con 4 sucesivas porciones de dter 
etilico (50 mb c/u) para eliminar 10s 2.4-dinitrofenilaminoticidos in- 
terferentes y el resto de 2,4-dinitrofenol. El blanco se lavd aola- 
mente dos veces con 6ter etilico. Las alicuotas asf lavadas se dilu- 
yeron a 100 ml con agua destilada en matraces aforadoa. 
De cada solucidn se midieron alicuotas por duplicado (3 - 5 ml, 
dependiendo de la intensidad del color) en matraces aforados de 25 ml. 
Una de ellas fue diluida a volwnen con H C 1  1 N y la otra con sol. a- 
cuosa de MaHC03 10 $. 
Se agitaron para mezclar bien y se loyeron las absorbancias 
respectivtzs en espectrofotdnetro a 360 nm, usando el blanco corres- 
pondiente como solucidn de referencia. 
La concentracidn del 2,4-dinitrofenol (DNP), dada en mg/ml se 
calculd en base a la fdrmula:' 
donde A1 y A2 son las absorbancias correspondiantes a las soluciones 
alcalina y Bcida resgectivamente; K (0,0158) es la recfproca de la 
diferencia entre las absortividades del 2,4-dinitrofenol en medios 
alcalino y- dcido re~pectiva~mente, determinados experimentalmente. 
-La concentracidn de la -2,4=dinitrofenillisina ( -DNPlisina), 
en mg/ml se calculd en base a la siguiente expreai6n: 
donde el valor de K1 es 77,4 (absortividad del 2,4=dinitrofenol) ; y 
K2 es 46,g (absortividad de la 6 -2,4-dinitrofenillisina), medidos 
a 360 nm en solucidn alcalina. 
6)- Evaluacidn bioldgica de 10s aislzzdos proteicoa obtenidos. 
6.1.1. Utilizaci6n Proteica Neta (UPN). 
Se realiz6 de acuerdo con el mdtodo de Miller y Bender (54) u- 
tilizando ratas de la cepa Wistar, sin discriminacidn de sexo. 
Los aninales, de anrox. 30 dias de edad y entre 50 y 60 g de 
peso fueron alojados individualmente en jaulas metdlicas cori fondo 
de alambre tejido, y alimentadoa durante 24 hs con dieta libre de pro- 
teinas, 
Posteriormente se distribuyeron en lotes de 4 ratas cads uno, 
de tal forma que 10s pesos prornedio de 10s distintos lotes no difirie- 
ran en m&s de 2 g ( ^ ) .  Los lotes fueron ubicados en form vertical 
uno junto a1 otro ( ^ ^ ) .  
Durante 10 dias 10s animalea fueron alimentados "ad libitwnn 
con dietas en ensayo, a excepci6n de un lote que lo fue paralelamen- 
te con dieta libre de proteinn. En todos 10s casos se les suministr6 
agua destilada sin restriccibn. 
' La temperatura ambiente durante toda la experiencia se mantuvo 
en aprox 21Q. 
Diariamente se registrd la cantidad de dieta ingerida, y 10s 
animales fueron pesados cada dos dias a fin de controlar la evoluoidn 
normal de la experiencia. 
( ^ ) -  El loteo realizado en esta etapa evita errorea por pdrdida de- 
sigual de peso durante el dfa en que se suministra dieta caren- 
te de proteinas. 
( ^ ^ ) -  Se logra asi,que las condiciones ambientales afecten por igual 
a 10s distintos lotes. 
Una vez transcurrido el tiempo sefialado, 10s animales fueron 
sacrificados an atmdsfera de cloroformo y colocados sobre bandejas 
de aluminio. Se les practicaron un corte longitudinal y dos transver- 
sales, y fueron secados en estufa de aire a lOOQ durante 48 hs, re- 
gistrandose la pdrdida de peso individual. Conocido asi el contenido 
en agua, se calculd el nitrdgeno corporal mediante la ecuacidn que 
representa la relacidn N/H~O f(edad), que para la cepa utilizada fue 
la siguiente ( ^ ) :  
donde y = N(&, ; x = edad 
H20(g) 
en dias en el momento del sacrificio. 
La UPN se obtuvo mediarlte la fbrmula: 
UPN = B - (Bk - Ikl 100 
T 
donde B y Bk representan 
el contenido en N corporal de 10s animales alimentados con la d i e t a  
en ensayo y con la dieta libre de proteinas respectivamente. I e Ik 
constituyen las ingestas de N respectivas; B, Bk, I e Ik son totales 
para cada lote, es decir la sumatoria de 10s cuatro valores individua- 
les. 
( ^ ) -  Ecuacidn proporcionada por el personal de la cdtedra de Bromato- 
logia y lTutrici6n Experimental de la Facultad de Farmacia y Bio- 
qufmica (UBA), obtenida por experiencias propias para la cepa y 




6.1.2. Digestibilidad (D). 
Se realizd simult&neamente con el envayo anterior, de acuerdo 
con la tdcnica de Miller y Bender (54). 
A partir del cuarto dia de experiencia y hasta el fin de la 
misma se recogid diariamente (en forma individual) la materia fecal 
de 2 a 3 ratas de cada lote y de 3 del lote "libre de proteiaasN. Las 
heces fueron tratadas por acetona (eliminacibn de grasa) adicionada 
de unas gotas de HC1 ( c )  (corno conservador) durante el curso de la 
experiencia. A1 final de la misma fueron lavadas con acetona (elimi- 
nacidn de 10s restos de dieta que pudieran quedar adheridoa) y seca- 
das bajo lhpara IR. Pbsterjorrnente se determind su peso, y previa 
molienda en mortero a f.in de lograr su homogeneizacibn, su contenido 
en ni trdgeno (ver Pte . Exptal. 3 .l. ) . 
Se aplicd la fbrmula: 
donde F es el nitrdgend total en las heces de cada uno de 10s anima- 
les en experiencia, Fk es el nitrdgeno total promedio en las heces 
de las ratas alimentadas con la d i e t a  libre de proteina e I es el ni- 
trdgeno total ingerido a p.rtir del cuarto dfa para el animal elegi- 
1 .  
do. 




6.2.1,1, Dieta base. 
Teniendo en cuenta las proporciones seflaladaa posteriormente 
en Composicidn (6.2,2.), se realiad en primer lugar la homogenelaa- 
cidn en mortero de las sales minerales junto con las vitaminfta hidro- 
solubles. Luego se agregd la solucidn de colina y se introdujo parte 
de la dextrina hasta obtener un product0 seco, el cual, junto con el 
resto de la dextrina, se homogeneizd durante 10 min en una mezclado- 
ra a paletas. Posteriormente y sin detener el batido, ae Madieron 
10s lipidos adicionados de las vitaminas lipoaolublea. Se continud 
la agitacidn durante 45 min. 
6.2.1.2. Dietas de prueba. 
Se homogeneizaron en mezcladora a paletas 10s siguientes oom- 
ponentea: dieta base (50 $), aislado proteico (10 5 proteina = B x  
6,25) y dextrina para completar, durante 20 min. 
Se guardaron en bolsas de polietileno y en cdmara frigbrifica 
hasta su utilizacidn. 
6.2.1.3. Dieta libre de proteinas. 
Se homogeneizaron en mezcladora a paletas durante 20 m i n t  
dieta base (50 $) y dextrina (50 $) . 
Se guard6 en las .mismas condiciones que las dietas de prueba. 
La composicidn de la dieta base fue la aiguientet 
Componentes JL 
minerales 10 
vitaminas hidrosolubles 095 
vitaminas liposolublea 190 
colina ( ^ )  
lipidos ( ^ ^ )  
proteinas 
dextrina 
( ^ ) -  Se utilizd citrato de colina a1 60 $. 
("^)-  Se utilizd aceite de soja. 
El detalle sobre la composioidn de las mezclas de minerales, 
vitaminas hidrosolublea y lipoaolubles figura en la Tabla 18. 
Tabla 18 
Composicidn de las mezclas de sales minerales, vitaminas hidrosolu- 
bles y vitaminas liposolubles utiliaadas en la preparacidn de la die- 
b l S O  
tav(55). - 
Mezcla de sales minerales. 
Componentes 
C03Ca 
Meacla de vitaminas hidrosolubles. 
La mezcla de vitaminas hidroaolubles aporta por 100 g de die- 




VB6 H C 1  
vB12 
VK 





M e ~ c l a  de vitaminas liposolublee. 





dieueltas en 5 g de aceite de maiz. 
6.2.2.2. Die tas  de prueba. 
Para  p o s i b i l i t a r  e l  cdlculo  de l a  cant idad de a i a l ado  a in t ro -  
duc i r  en las  d i e t a s  a f i n  de obtener un 10  $ en  pro te ina ,  ae determi- 
n6 e l  contenido acuoso de 10s mismos, escaso tiempo a n t e s  de l a  pre- 
paracidn de las  dietas. 
Una vez elaboredaa ee determin6 para cada una au oontenido en 
humedad, n i t rdgeno,  ex t r ac t0  graso (hexano) y v a l o r  c a l 6 r i c o  (Pte.  -
Exptal.  7) .  
Los r e su l t ados  obtenidos f i g u r a n  en la Tabla 19. 
Tabla 19  
I)atos a n a l i t i c o s  de las d i e t a s  de prueba. 
Dieta conteniendo 
10s a i s l a d o s  aefia- 
lados  
l i n o  
oopreo. 5 $ 
C O P ~ ~ C .  10 $ 
ooprec. 15 $ 
copreo. 20 $ 
ooprec. 40 % 
caseins. 
I($) wet. (96) ~ 2 0 ( $ )  Ext rac t0  Valor - ' ' P$(") 
( ~ ~ 6 , 2 5 1  graso($) ca lb r i -  
(hexano) oo 
k c 4  4 g  
( * )- P%= Calor ias  p ro te icas  = kca l  apor tadas  por las protelnas/100 
k c a l  d i e t a .  
6.2.2.3. Dieta l ibre  de protelna.  
Para la  dieta l i b r e  de pro te ina  obtenida se lograron 10s si- 
94 
guientes resu2tados: 
nitr6geno ( 5 ) :  0,08; humedad ($): 8,52; extract0 graso (hexano)($): 
4,72 g valor caldrico (kcal/g) : 3,97, (k~/g): 16,51. 
7)- Determinacidn del valor caldrico (vC) de laa dietas. 
Se de ternind en bomba calorime trica, modelo balistico (Ballis- 
tic Bomb calorimeter). 
Se trabajd a 24 atm de preai6n de oxfgeno. 
7.1, Calibracidn de la bomba. 
7.1.1. Correccidn por calor de combustidn del hilo. 
Como el hilo de algoddn utilizado para llevar la ignicidn a la 
pastilla (de largo constante) libera calor durante la combuetibn, se 
determind la deflexidn del galvandmetro orfginada bicamente por la 
combustidn del ~nismo (dl). El valor obtenido por aextuplicado fuss 
81=2. 
7.1.2. Calibracidn con la sustancia "standardw. 
Se hicieron pastilla,~ de dcido benzoico (patrbn, grado termo- 
qufmico) de 0,30 - 0,35 g ,  y se determind la deflexidn del galvan6- 
metro originada por su combustidn (02). Conociendo el valor calbri- 
co del &cido benzoico (6,32 kcal/g) y la masa pesada en c a b  caso 
(wi), la constante de calibracidn Y se calculd aomo: 
donde Yi = 6.32 wi kcal/div. (para cada det . ) 
8 2  -81 
El valor experimental de Y result6 0,0923. 
7.2. Combustidn de las dietas. Cdlculo de su VC. 
Se hicieron pastillas de cada dieta (0,30 - 0,40 g) logr&ndose 
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para cada caso la deflexi6n resultante de su combustidn (83) en for- 
ma similar a la realizada para el Bcido benzoico. Conociendo la oons- 
tante de calibracidn calculada ateriormente y la maaa exacta de die- 
ta pesada ( 2 )  se determind el valor cal6rico de cada diets del ai- 
guiente modo: 
VC (kcal/g) = (93 - 0 1) Y/Z 
Los valorea consignados en la Discusidn de la Pte, Exptal. ae 
lograron por promedio de 3 determinaciones aucesivas. 
8)- Determinacidn de.fdsforo total, 
La tdcnica que se describe a continuacidn (56) ae aplicd a la 
determ5nacibn de fdsforo total en las proteinas finales aisladaa de 
10s materiales de partida (harina de lino y caseina comeroial) y en 
10s distintos productos de coprecipitaci6n (proteina de lino adioio- 
nada de cantidades crecientes de caseina) . 
8.1. Soluciones y reactivos. 
Se prepararon oon drogas pea. y agua bidestilada. 
H2S04 oonc. (d: 1,84) 
m03 65 % 
H2S04 10 N 
urea 
Sol. de molibdato de amonio 5 $ 
Heactivo de Fiske-Subbarow: preparado por agregado de 0,5 g de Na2S03 
puro a una solucidn de 15  g de NaHS03 puro en 80 ml de agua bideati- 
lada, cornpletando a volumen de 100 ml. A esta solucidn se agregaron- 
0,25 g de dcido l-amino-2naftol,4-sulf6nico, agitando energicamente 
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durante unos minutos. Se deY6 en rep080 (30 min.), agitd nuevamente 
y filtrd por papel. Se conservd en frasco caramel0 de buen oierre. 
8.2. Tdcnica. 
8.2.1. Destruccidn de materia orgdnica. 
Se pesd exactamente una cantidad conveniente de meat2a ("ais- 
lados proteicoem : 0,30 - 0,35 g) , de acuerdo con una estimaci6n pre- 
via de posible contenido en fbsforo. Se adicionaron 5 m l  de H2SO4 
conc. (d. 1,84) y 10 ml de m O 3  65 $, calentando ouidadosamente has- 
ta aparicidn de humos blancos (sulf&icos). Se agregaron suoeeivae 
porciones de HNOj 65 $ (una de 10 ml y 3 de 2 ml) calentando despuds 
de cada agregado hasta humos blancos, hasta obtener un liquid0 l h -  
pido e incoloro (destrucaidn complets de materia orgdnfoa). Se agre- 
garon 2 ml de agua bidsstilada y unos cristalitos de urea y ae calen- 
t6 nuevamente hasta humos blancos (eliminacidn de restoa de R1P03). 
El producto de la mineralieaci6n se trasvas6 a matras aforsdo 
de 50 m l ,  llevd a volumen, midi6 una alicuota que ae diluyd 10 veces 
(en todos 10s casos con'agua bidestilada), 
. Paralelamente, se condujo un ensayo en blanco, en igualdad de 
condiciones, 
Sobre el producto de la mineralizacidn anterior, se procedi6 
a la valoracidn colorimdtrica del fdsforo total, se* la tdcnica de 
~artlett (573, de acuerdo con el orden de agregado de reactivoe que 
ae indica a continuaci6n. 
- Medicidn del blanco o muest~a (tres alicuotas con distintos vol& 
menea, siendo el volumen mayor a medir de 2,10 ml) en tub06 de aprox. 
15 ml de capacidad. 
- Agua bideatilada haata completar a 2,10 ml de volwnen total, si 
las alicuotas fueron de menores volhenes. 
- 0,50 ml de H2S04 10 N, por igual a todos 10s tubos (blancoa y mues- 
tras) . 
- 2,00 m l  de Qgua bidestilada a cada tubo, completando asi un volu- 
men de 4,60 ml en total. 
- 0,20 ml de sol. de molibdato de amonio. 
- 0,20 m l  de rsactivo de Fiske-Subbarow, que completan un volumen 
total de 5 ml en cada tubo. 
Es importante para una formacidn hoaogdnea del cornpueeto ao- 
loreado, agitar bien deapu6s del agregado de cada soluoi6n. 
Los tubos tapados con una bolita de vidrio, ae coloca~on en 
baiio de agua hirviente durante 7 min.Se enfriaron y se ley6 la abaor- 
bancia en cubetas de vidrio de 1,000 cm de espesor, en eapebtrofotb- 
metro (~eiss, PM Q 11) a 830 nm, ueando agua bidestilada corno refe- 
rencia. Para cada serie de determinaciones se midi6 el blanco reapec- 
tfvo. 
Los contenidos en f6sforo total se calcularon en base a la 
curva de calibraci6n l'ograda con sol. patrdn de XH2P04 (200/ug~/ 
low), operando en igualdad de condiciones. 
Los resultados se expresaron como P total $ de muestra. 
9)- Dibterminacidn de fdsforo correspondiente a dcido fitico* 
La tdcnica que se transcribe (58) se apliob a 10s aislados 
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proteicos obtenidoa a partir de 1a"harina de lino, de caseina comer- 
cia1 y de 10s distintos productos de coprecipitaci6n (proteins de li- 
no adicionada de cantidades crecientes de caseina). 
9.1. Soluciones y reactivos. 
Todas las soluciones se prepararon con drogas p . a . ,  ueando a- 
gua de s t ilada . 
- Sol. dcido tricloroacdtico (TCA) a1 3 (p/v). 
- Sol. FeC13 (2mg ~e+3/ml en TCA a1 3 46 ) .  
- Sol. Na2S04 a1 3 $ en TCA a1 3 $. 
- 301. HC1 0,5 N. 
- Sol. HC1 0,l N, 
- Sol. NaOH 1,5 N. 
- Sol. o-fenantrolina 0,l $. 
- Sol. clorhidrato de hidroxilamina a1 10 %. 
- Sol. buffer de acetato de Na 2 M (272 g NaOAc .3~20/1). 
- Sol. azul de bromofenol (0,l g de la droga, dieolver en 1,5 mL de 
NaOII 0,l N y llevar a 25 ml con agua destilada) (indicad~~, zona de 
viraje pH 3 , O  - 4 ,6 ) .  
- Sol. patrdn de Fe+3: Disolver 3,512 g de Fe(NH4)(SO4)2,6H20 p.a. 
en agua destilada, agregar 5 gotas de HC1 cono. y diluir a 500 m l  
con H20 destilada (lml : 1 mg ~ e ) .  
- Sol. patr6n de Fet3 diluida: Preparada por dilucidn de 10 ml de la 
soluoi6n anterior a 1 1 con agua destilada (bl : 0,01 mg ~e). 
9.2. Tdcnica. 
9.2.1. Extracc'ibn de fitatos y precipitacidn como sal fdrricq. 
Se pesd exactamente una cantidad de mueatra que contuviera en- 
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tre 5 y 30 de P de fitato (aprox. 1,5 - 2,O g) y colood en erlen- 
meyer de 250 ml. Se extrajo con 50 ml de TCA 3 $ por 30 min (agita- 
cidn magndtioa), con agitacidn manual ocaaional para bajar el mate- 
rial adherido a las paredes por encima del nivel del liquido. Se 
centrifugd (20 min, 2800 rpm) y filtrd el sobrenadante por papel de 
poro cerrado (b. azul S .&S . ) . 
Se transfirieron 15 ml del filtrado a un tub0 de oentrifuga c6- 
nico (aprox. 40 ml de capacidad). Se agregaron 4 ml de aolucidn de 
FeC13, 2 o 3 gotas de solucidn NaS04 3 en TCA 3 9& y calentd en 
bail0 de agua hirviente por I hora. Se centrifug6 (20 m i n ,  1500 rpm) 
y decant6 cuidados&ente el sobrenadante claro. Se lavd dos veces 
el precipitado por dispersidn en 20-25 m l  de TCA 3 $, calentando en 
bafSo de agua hirviente y centrifugando despu6a de cada lavado, Se 
lavd f inalmente con agua des tilada en igual f orma (el precipitado 
de fitato fdrrico asi lavado debera ser blanco o blanco-arema, sino 
lavar nuevamente), Se dispersd el precipitado en pocos ml de agua 
destilada y se agregaron 3 ml de solucidn de NaOH 1,5 N, mesolando 
bien. Se llev6 aprox. a un volumen de 30 ml y calentd en baflo de a- 
gua hirviente durante 30 min a fin de coagular el F~(OH)~ recrien 
precipitado. Sa lav6 (2 veces) el precipitado con porciones de 60- 
70 ml de ague deatilada caliente, centrifugando deapude de cada la- 
vado y desechando el liquid0 sobrenadante. 
Se disolvi6 el Fe(OH)3 lavado en 1 ml de HC1 0,5 N calentando 
en bafio de agua hirviente (aprox. 10 min) y trasvasando a matraz a- 
forado de 100 ml con ayuda de 10 - 25 m l  de HC1 0,l N (la cantidad 
de HC1 total'deberd tenerse en cuenta para que a1 incorporar la so- 
luci6n buffer quede dentro de la zona de viraje del indicadsr) y fi- 
nalmente con agua destilada para llevar a 100 m l .  
9.2.2, Reaccidn colorim6trica. 
Se midi6 una alicuota de la solucidn anterior (2 - 5 ml) en 
matraz aforado de 25 ml, agregd 1 ml de la sol. de clorhidrato de 
hidroxilamina 10 $, rotando el matraz por unos minutos para favore- 
cer el mezclado. 
Se agregd sol. buffer de NaOAc 2 M en cantidad suficiente para 
provocar el viraje del azul de bromofenol ( * ) ,  se afiadid luego 1 m l  
de la solucidn de o-fenantrolina, llevd a volumen con agua destilada 
y mezcld bisn. Despuds de reposar por 5 min, se ley6 la absorbancia 
en espectrofotdaetro (Zeiss PM Q 11) a 510 nm en cubeta de cuarzo de 
1,000 crn de espesor. 
Paralelamente se efectud un blanco con 10s reactivoa . Se dea- 
contd el valor del blanco. 
Se prepard la curva standard midiendo alicuotas de la 801. pa- 
trdn diluida de F ~ ( N H ~ )  (S04)2.6H20 (Iml : 0,01 mg Ye), y de&arrollan- 
do la reaccidn colorim4trica. 
Se interpold en la cwva standard el valor de absorbancia co- 
rrespondiente a la muestra, despejando la concentracidn de Fe, Se tu- 
vieron en cuenta las diluciones realizadas y la cantidad de muestra 
pesada para obtener el valor de Fe (proveniente de fitato ferrico) 
$ de muestra. Dicho valor dividido por 1,20 da el valor de P fitico 
$ muelstra. 
( ^ ) A  La cantidad agregada se tiene en cuenta para su incorporaci6n 
en el ensayo en blanco. 
10)- Determinacidn de hidratos de carbono totales. 
La concentracidn en hidratos de carbono totales fue detemnina- 
da por el metodo colorim~trico f enol-sulf~ico (59) (60). 
10.1. Reactivos y soluciones. 
- Sol. de fenol a1 5 $: preparada disolviendo en rgua deatilada 5 g 
de fenol (destilado bajo nitr6geno), llevando a 160 ml. 
- H2S04 conc. (96 $) grado analftico. 
- Sol. patrdn de galactosa: preparada diaolviendo galactosa patrdn 
en agua destilada y llevando a volumen (1 ml de esta solucibn debera 
contener alrededor de 70,ag de galactoaa) . 
A 1 m l  de la dispersidn acuosa de la muestra conteniendo entre 
10 y 70pg de hidratos de carbono totales, introducida en tub0 de 
ensayoe, se agreg6 1 ml de la sol. de fenol a1 5 $ y meZcl6 bien. Por 
medio de una pipeta de escurrirniento rdpido (cuyo orificio de aalida 
fue agrandado) se agregaron 5 ml de H2S04 conc., agitando bien para 
distribuir uniformemente tanto el reactivo como el calor desarrolla- 
do por la reaccidn. Despu4s de 10 min de reposo, se introdujo el tu- 
bo en un bafio de agua a 25-30Q por 20 min..Paralelamente se realiz6 
un blanco con 1 ml de agua destilada en lugar de la muestra. Se mi- 
dieron las absorbancias de la muestra y del blanco en espectrofotbme- 
tro a 492 nm ( ^ )  (hexosas) en cubaa de cuarzo de 1,000 cm de espeaor, 
frente a agua destilada. 
Para cada determinaci6n se midieron triplicados de la mueatra 
(")-  Previamente a la obtenci6n de la curva de calibraci6n (standard) 
se fijd la posici6n del maxim0 de absorbancia para la reaccibn 
con galactosa patrdn (70pg)  entrs 4 ~ 0  y 500 nm. 
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y del blanco y se calcularon 10s valores promedio de laa abaorban- 
cias respectivas. Luego de sustraer el valor del blanco, se determi- 
n6 la cantidad de hidratoa de carbon0 a traves de la curva de cali- 




RESUMER Y CONCLUSIONES 
1)- Se presenta una revisi6n acerca de 10s antecedentea sobre mejoras 
en el valor nutritive de fuentea proteinicas vegetales con proteins0 
de origen animal (de alto valor biol6gico) con destino a la aliments- 
ci6n humana y se mencionan nuevos enfoques sobre planes nutricionales 
que consideran el aprovechamiento de subproductos de amboe tip00 de 
fuentes. 
En vista dsl increment0 en la demanda de alimentos proteicoa, 
las tortas, "expellersM y harinas residuales de la separaoidn del a- 
oeite representan actualmente subproductos de alto valor comercial, 
a1 igual que 10s subproductos de origen animal. 
Se hace referencia a la situaci6n actual, en relaoibn a nivelee 
de produccidn de semilla de lino y de caseina comercial, materialea 
de partida en la conduccidn del presents trabajo. 
Se presenta la informaci6n recogida sobre estudioa de auplemen- 
tacidn en general, de aislados proteicos por incorporacidn de protei- 
naa de leche y de caseina comercial, desde que no existen anteceden- 
tes en particul-ar sobre euplementaai6n de proteinas de Lino, 
Paralelamente sa hace una revisidn de 10s resultadoa logradoa 
en trabajos previos (conducidoa en este laboratorio) sobre aislamian- 
to de las proteinas de harina de lino y sua caracterfaticaa f is ico-  
qubicaa y nutricionales. 'Se inform sobre antecedentes d6 literatu- 
ra aoerca de dichas caracteristicas evaluadas en caseinas industida- 
i e ~ .  
2)- El objeto fundamental de este trabajo fue el de conducir el 0s- 
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tudio de las condiciones dptimas de aislamianto de proteinaa mixtas 
hoxnogdneaa logradas por coprecipitacibn de 10s materiales nitrogena- 
doe disperaadoa de la harina de lino y de caseina comercial* Se con- 
sidera la obtencidn de una serie de tales aislados ~nixtoa suplementa-' ' 
dos en proporciones crecientes con caseina y el eatudio comparative 1 
de laa caracteristicas fisicas, quimica~ y nutricionalea de todos e- l 
lloa frente a laa del aislado proteico de lino sin suplementar y a 
las de caseina considerada como patr6n de referencia por su alto va- 
lor biol6gico. 
El metodo de aislamiento de las proteinas consisti6 ea la apli- ' 
cacidn del procedimiento clclsico de dispersi6n acuosa alcalina y pre- 
oipitacidn en medio dcido a1 pH de mdxim coprecipitacibn y la purl- 
ficacidn del aislado finalmente obtenido. Se realied la evaluacidn 
de laa distintas caracteristicas antes dencionadas sobre 10s aislados 
asi logrados. 
3)- La experimontacidn conducida en este trabajo llevd a las siguien- 
tea conclusiones: 
a)- La harina integral de extraccidn (hexano, en laboratorio) de 8%- 
milla de lino, registrd 6,7 $ de N (6,7x 6,25 = 44,3 $ de proteina), 
9,6 $ de fibra cruda y 5,8 de cenizas en base seca. El valor halla- 
do para proteina la seflala como un wconcentrado18 proteinico poten- 
cial. Teniendo en cuenta la presencia de factores tdxicoa y antinu- 
trfcionalas presentes en la semilla y en la harina y que el aialado 
proteico eat& libre de 0110s (segiin se menciona en 10s aatecedentea) 
au utilizacidn en la alimentacidn humana y animal estaria condioiona- 
da a la obtencidn de eat8 dltimo. 
El elevado valor en nitrdgeno 14,l 56 (N x 6 ,38  = 93,8 k de pro- 
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teina) y el contenido en cenizas 4,3 $, ambos en base seca, unidoe 
a BUS caracteristicas organol6pticas satisfactorias, encuadran a la 
caseina clorhidrica comercial utilizada, como un subproducto de m y  
buena calidad (10s velores de N x 6,38 superiores a 95 $ ae dan para 
caaeinas puras para propdsi tos de inves tigaci6n) . 
b ) ~  Se aislaron, en escalo macro de laboratorio y de acuerdo a con- 
diaiones dptimas eatudiadas en trabajos previos, las proteinas del 
lino, con rendimientos que oscilaron alrededor del 24 $ respecto de 
la harina integral de partida, con caracteristicas fivicaa satis$ac- 
toriaa (polvo blanco fino, inodoro, insipido), con 10s siguientes va- 
lores analfticos: cenizas 0,69 9; N total 12,99 $, proteina cruda 
(N x 6,251 81,19 $ en base seca. 
En base a una serie de ensayos previos se eligid el valor de 
10,5 como pH dptimo de dispersi6n del material nitrogenado de la oa- 
seina comercial y el de 4,5 - 4,6 (zona de pH 4,3 - $,6) como de I&- 
xima precipitacibn, mbos a temperatwa ambiente. El perfil de solu- 
bilidad representado en base a 10s valores de nitrdgeno sobrenadmte 
deepuds de precipitacidn versus valores de pH, revelaron una meeeta 
que abarcit la zona de pH 4,l - 4,8 con muy ligero cambio en la solu- 
bilidad de las proteinas, caracterfstica concordante con lo sefislado 
en literatura para caseina clorhidrica comercial, para la cual se 
menciona que no obstante presentar un valor minimo de solubilidad a 
pH 4,6, su redisolucidn en medios ligeramente Bcidos o alcalinos es 
poco apreciable. Esta circunstancia favorecic) un mayor rendimiento 
en la coprecipitaci6n con la8 proteinas de lino, cuyo valor de pH de 
&xima precipitacidn oscila alrededor de 4,O. 
Segdn se pudo evaluar en un ensayo de balance cuantitativo de 
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nitrdgeno separado en las diferentes operaciones de obtencidn del 
aislado, se solubiliz6 (en dos etapas de dispersi6n y un lavado del 
residuo) alrededor del 99,O $ de la caseina comercial de partida y 
se preclpitb, a pH 4,6, el 94,O $ del nitrdgeno dispersado (incluyen- 
do dos lavados del cotilgulo con agua a pH isoel6ctrico y cuatro lava- 
dos etandlicoa sucesivos antes del secado) . 
Las caractaristicas fisicas del aislado obtenido, evaluadaa ao- 
bre el product0 final logrado de ensayos en escala macro de laborato- 
rio, fueron altaaecte satiafactorios (granulado fino, blanco, 010s 
suave caracteristico) cuyos valores analfticos fueron: ceniaae 4,052 
y nitrdgeno 14,88 $ en base seca. 
c)- Los mayores rendimientos en aislados coprecipitados a diferentea 
niveles de suplementacidn con caseina se lograron a pH 4,0, valor de 
&i.ma precipitacidn de las proteinas de lino y a1 cual coprecipita 
prtiloticamente el total del material nitrogenado de la caseina comer- 
cial, con un contenido en lisina disponible prdctican~ente similar reu- 
pecto del aislado coprecipitado a pH 4,5 - 4,6 (pH isoel6ctrico de 
la caseina) . 
Los rendimientos (prarnedio), estimados en procediaientoa en 
escala macro do laboratorio, evidenciaron un l i g e ro  aume&-rto a medlda 
que se incrementaba el nivel do suple~nentacidn de caseina en la mez- 
cla en coprecipitacibn: 25,4 (5 $1, 25,3 (10 $), 2'7,4 (15 $1, 27,2 
(20 $1 y 31,6 (40 6). 
d)- Los valores hallados para lisina disponible en 1.0s reapectivt.,& 
aislados muastran m a  correlacidn casi perfect8 (r -40,997) respecto 
del porcentaje de caseina en el aislado mixto. 
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8)- Sobre la base de valores experimentales de lisine, dispoilible en 
l aa  proteinas de 10s productos de partida, su comparacidn con el pa- 
trdn de aminodcidos eaenciales de referencia (FAO) (cbmputo quimioo) 
y 10s rendimientos logrados para 10s aislados respectivoa, ae pudo 
calcular *a prioriH, dentro de qud hbito de suplementacibn de protei- 
na de lino con caseina se lomaria la mejora deseada en el valor nu- 
tritivo de la mezcla. 
Estos resultados se vieron confirmado8 a travds de enaayos bio- 
lbgioos efectuados con animales de experimentaci6n, alimentados oon 
dietas que contenian (corno hico factor variable) la proteina a enaa- 
yar (aisladoa proteicos coprecipitados a diferentes niveles de suple- 
mentacibn). Para ello se determinaron las UPN en funcidn del @ado 
de suplementacidn de proteinas de lino con oaseina, obserdndose un 
increment0 significativo en la oalidad nutritional del aiwladr, mixto 
ensayado, a medida que aumentaba la proporcidn de caseina iPcorporada. 
El aislado obtenido de caseina comercial se consider6 oomo pro- 
teina de referencia. 
De 10s niveles usados, aparentemente el de 40 $ en caseina mos- 
tr6 ber el me jor suplemento (UFNop = 73,4;  caseins 71,6) CorresPOn- 
diendo a la relacidn 200 g de harina de lino y 30,07 g de caeeina co- 
mercial, que por dispersidn y coprecipitacidn del material nitrogena- 
do, rinden el aislado mixto correspondiente. 
No menos importante, es el hecho de que con suplementaciones 
del ordan dell5 a1 20 $ en caseina, se aprecian mejoraa en la cali- 
dad de la proteins de lino. 
Se considera que el efecto benefic0 en esta suplementacibn os- 
td correlacionado principalmente con la cantidad y disponibilidad de 
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la lisinu, en que es daficiente primariamente la proteina ds lino y 
la concentraoidn del propio suplemento, desde que la caseintr es mug 
buena fuente de dicho aminodcido, 
f)- Otro punto de inter& a considerar en la evaluacidn bioldgica de 
una proteina, es la digestibilidad verdadera. Los valores de digesti- 
bilidad son elevados para las proteinas obtenidas en forma de aisla- 
doa, no obstante se registrd un increment0 gradual hacia mayores ni- 
veles de suplementaci6n con caseina en 10s aislados mixtos: 87 $ pa- 
l 
ra lino sin suplementar a prdcticamente 90 $ con 40 $ de caseina, con 
una correlacidn altamente signif icativa (r =+0,967). 1 
g)- Con fines comparatives y cornplementarios de 10s eatudioa anterior- 
mente sefialados, ae analizaron tanto loa aisladoa obtenidos de loe 
materiales de partida como 10s aislados mixtos coprecipitadoa, en sus 
contenidos en cenieas totales, f6sforo total y fdsforo de doido fiti- 
oo e hidratoa de carbono totalea, en 10s que ae pudo apreoiar lae 
siguientes relaciones: 
Loe contenidos'en cenizas totales presentan un valor dximo pa- 
ra el aislado obtenido a partir de caseina comercial (?),go $ b.e,), 
inferior a1 seilalado para esta dltima (*,a$ $ b.s.) desde que se eli- 
minan principalmente fosfatos en el proceso de su aialamiento. 
El aislado proteico de lino, de acuerdo a1 metodo de obtenclbn, 
retiene en su precipitacidn componentea talea como dcido fitico e hi- 
dratos de carbono (mucilage) que ocurren naturalmente en la semilla, 
y por lo tanto en la harina residual de extraccidn del aceite. Lo0 
contenidos re.epectivos van disminuyendo a medida que se lncrernenta 
el nivel de caaeina en el aislado mixto obtenido por coprecipPtaci6n. 
No obstante, 81 contonido en f6sfor0, distinto del correspondiente 
de Bcido f itico (fdsforo remanento entre f6sforo total y f6sf or0 
de dcid0 f ftico) muestra una tendencia creciente a &ores niveles 
de auplementacidn de lino con caseins (regietrando au dxim0 valor 
Para caseins pura), desde que en eata dltima la riqueza en fdsforo 
de foafatos supers significativamente a1 tenor en f6sforo total pro- I 
viato por la proteina de lino. 
EXPERIENCIAS FUTURAS 
El presente trabajo se llev6 a cab0 con el objeto de estudiar I 
la8 condiciones dptimas de obtencidn de aislados mixto0 pOr 00preci- I 
pitacibn, y paralelamente el efecto suplementario de niveles crecien- 
tea de caseina comercia1 sobre la calldad de la proteins ai~lada de 
harina integral de lino. 
En experiencias futuras se coneidera de inter68 hacer lo pro- 
pi0 en pruebas conparativas u tilizando leche dde~mmaads ( s u b p r ~ d ~ ~ t ~  
de mantequerias) a fin de observar si se logra un efecto superior en 
la eficiencia de suplementaci6n. 
Para ello se consideran dtiles no sdlo las determiaacionea de 
lisina disponible y 10s enaayos de eveluaci6n bibldgica con ani.ma18e 
de experimentacibn , oino la evaluacidn de otros aminoc(c idoa easncia- 
108 cuyo nivel est6 relacionado a la calidad de la proteins bad0 en- 
sayo . 
Cabe seflalar, nb obstante 10s resultadoa satisfactorioe l o g ~ a -  
~ O S ,  qUe en el aspect0 nutritional se requieren eneayos de t ~ x x ~ i d ~ d  
a largo kJlazb respecto del aielado proteico de lino, a fin ds c0lli;i.- 
d8ra.r su incorporacidn definitiva en la alimentacidn h m e  
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